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I. 1. Actief kationentransport en Na.+~K+~ATPase-activiteit 
In de meeste dierlijke cellen bestaat een hoge concentratie aan K+-
ionen en een lage concentratie aan Na+-ionen. De extracellulaire ruimte 
is daarentegen rijk aan Na+ en arm aan K+. De ongelijke verdeling 
van Na+ - en K+-ionen aan weerszijden van de celmembraan wordt in 
stand gehouden door de activiteit van een pompmechanisme, dat in de 
membraan aanwezig is. Deze pomp transporteert de ionen tegen hun 
electrochemische gradiënt in. Men spreekt dan van actief transport. De 
energie, die nodig is om K+-ionen naar binnen en Na+-ionen naar 
buiten te pompen, wordt geleverd door de hydrolyse van ATP. 
Bij de handhaving van de K+-gradiënt kan een selectieve adsorptie 
van K+-ionen aan macromoleculen in de cel geen grote rol spelen. Er 
zijn geen aanwijzingen, dat K+-ionen in belangrijke mate selectief ge-
bonden worden aan cytoplasmatische elementen (Kernan, 1965). Een 
dergelijke adsorptie kan bovendien niet de resultaten verklaren, die 
verkregen werden uit experimenten met gereconstitueerde erythrocyten-
,,ghosts". Dergelijke preparaten worden bereid door erythrocyten te 
laten zwellen in een groot volume van een hypotoon medium, waardoor 
de celinhoud uitgewisseld kan worden tegen het incubatiemedium. Na 
overbrengen in isotoon medium herstellen de celmembranen zich en de 
op deze wijze verkregen „ghosts" bevatten dan de in het oorspronke-
lijke incubatiemedium aanwezige stoffen. Uit onderzoekingen van 
Hoffman (1960) bleek, dat gereconstitueerde ,,ghosts", die alleen Na + 
en A T P bevatten, toch in staat waren Na+-ionen tegen K+-ionen uit 
te wisselen. Dit verschijnsel kan niet uit een selectief adsorptieproces 
verklaard worden, maar wel door het bestaan van een kationenpomp 
aan te nemen. 
Het onderzoek naar het mechanisme van de kationenpomp boekte be-
langrijke vooruitgang door de ontdekking van Skou (1957), dat in de 
krabbezenuw een ATPase-systeem aanwezig is, dat gestimuleerd wordt 
door Na+-ionen en, in aanwezigheid van Na+-ionen, verder gestimu-
leerd wordt door K+-ionen. Skou bracht deze ATPase-activiteit in ver-
band met het transport van kationen. Onderzoekingen aan menselijke 
erythrocyten (Post c.s.. 1960; Dunham en Glynn, 1961) brachten een 
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grote overeenkomst in eigenschappen aan het licht tussen enerzijds het 
actief kationentransport in intacte cellen en anderzijds de ATPase-
activiteit in „ghosts". Zo worden Na+-ionen alleen dan naar buiten 
gepompt, als in het incubatiemedium K+-ionen aanwezig zijn, terwijl 
de gelijktijdige aanwezigheid van Na4"- en K+-ionen een noodzakelijk 
vereiste is voor een gedeelte van de ATPase-activiteit in de erythro-
cyten-„ghosts". Tevens remmen lage concentraties aan hartglycosiden 
de pompactiviteit van intacte cellen, terwijl door dezelfde concentraties 
aan deze stoffen dat gedeelte van de ATPase-activiteit wordt geremd, 
dat door Na+ - en K+-ionen tezamen wordt geactiveerd. Ook de Na+ -
en K+-concentraties nodig voor half-maximale activiteit van zowel het 
Na+-K+-ATPase-systeem als de kationenpomp komen vrijwel overeen. 
Door vele onderzoekers is vervolgens bevestigd, dat het ATPase-
systeem dat nauw verbonden is met de kationenpomp, voor zijn activi-
teit afhankelijk is van de aanwezigheid van Mg2+-ionen, geactiveerd 
wordt door Na+- en K+-ionen tezamen en geremd kan worden door 
hartglycosiden, zoals ouabaine. Garrahan en Glynn (1967) wisten 
later aan te tonen, in experimenten met gereconstitueerde „ghosts", dat 
het voor de activiteit van het hartglycosiden-gevoelige ATPase nood-
zakelijk is, dat Na+-ionen aan de binnenzijde en K+-ionen aan de 
buitenzijde van de membraan aanwezig zijn. Dit onderscheid vormt een 
essentiële voorwaarde voor de werking van een kationenpomp, die K+-
ionen naar binnen en Na+-ionen naar buiten transporteert. 
Een ander sterk argument voor een nauwe samenhang tussen hydro-
lyse van A T P en actief kationentransport werd eveneens verkregen 
uit experimenten van Garrahan en Glynn (1966). Deze onderzoekers 
slaagden erin een omkeer van de werking van de kationenpomp tot 
stand te brengen door gereconstitueerde erythrocyten-,.ghosts", die 
veel K+ bevatten, te incuberen in een medium, dat rijk was aan Na+ . 
Tijdens de incubatie werd een incorporatie van met 3 2 P gemerkt an-
organisch phosphaat in ATP geconstateerd, die door hartglycosiden 
geremd kon worden. Omkeer van het kationentransport gaat dus ge-
paard met vorming van ATP. 
I. 2. VoorAromen van Na+~K+~ATPase~activiteit 
Na+-K+-ATPase-activiteit is in een grote verscheidenheid van dier-
lijke weefsels waargenomen. Bonting c.s. (1961) hebben aangetoond, 
dat in bijna alle weefsels van de kat, waaronder ook de lever, het 
enzymsysteem aanwezig is. In een stelselmatig onderzoek naar het 
voorkomen van Na+-K+-ATPase-activiteit in weefsels waarvan be-
kend was, dat zij een ouabaine-gevoelig kationentransport bezaten, 
hebben Bonting en medewerkers (1962) de aanwezigheid van het 
enzymsysteem vastgesteld in alle 21 onderzochte weefsels van 10 ver-
schillende diersoorten. Bovendien kon in een zestal sterk uiteenlopende 
weefsels, nl. de membraan van de menselijke erythrocyt, de kikker-
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huid, de paddeblaas, het reuze-axon van de pijl-inktvis, het electnsch 
orgaan van de Electrophorus en de teenspier van de kikker (Bonting 
en Caravaggio, 1963), een kwantitatieve correlatie over een 25 000-
voudig bereik worden aangetoond tussen de activiteiten van Na+-K+-
ATPase-systeem en kationenpomp Een recent onderzoek van Hafken-
scheid en Bonting (1968) wees uit dat ook in Escherichia coli Na+ -
K+-ATPase-activiteit aanwezig is 
Behalve voor erythrocyten (Post c.s., 1960) is voor diverse andere 
weefsels, b.v. hartspier (Fortius en Repke, 1962), hersenen (Bonting 
e s , 1962), nier (Wheeler en Whittam 1962), lever (Bonting es. , 
1962, Emmelot en Bos, 1962) en axonschede (Bonting en Caravaggio, 
1963), aangetoond, dat Na+-K+-ATPase-activiteit aanwezig is m 
fracties die celmembraanmatenaal bevatten. Locahsatie in de celmem-
braan is uiteraard een vereiste voor een enzymsysteem dat een functie 
vervult in het transport van ionen in en uit de cel. 
I. 3. Mechanisme van de kationenpomp 
De door Na+ - en K+-ionen tezamen gestimuleerde hydrolyse van 
A T P verloopt, zoals reeds spoedig na de ontdekking van het Na+-K+-
ATPase-systeem door Skou (1960) werd gepostuleerd, niet in één 
enkele stap, maar is naar alle waarschijnlijkheid opgebouwd uit een 
aantal opeenvolgende reacties Volgens de eenvoudigste voorstelling 
vindt eerst een door Mg 2 + - en Na+-ionen gestimuleerde overdracht 
van de terminale phosphaatgroep van A T P naar een tussenproduct m 
de celmembraan plaats In aanwezigheid van K+-ionen wordt vervol-
gens de phosphaatgroep als anorganisch phosphaat vrijgemaakt. De 
laatste stap kan geremd worden door lage concentraties aan hart-
glycosiden (Judah e s , 1962; Post en Rosenthal, 1962, Albers es. , 
1963) Een in vele weefsels voorkomend K+-geactiveerd phosphatase-
systeem wordt door velen in verband gebracht met de dephosphory-
leringsstap in de Na+-K+-ATPase-reactie (Ahmed en Judah, 1964; 
Albers en Koval, 1966; Nagai e s , 1966). 
In een recent overzichtsartikel gaf Glynn (1968) de relatie tussen 
het Na+-K+-ATPase-systeem en de kationenpomp op grond van onze 
huidige gegevens als volgt weer De vorming van het gephosphory-
leerde tussenproduct in de eerste stap van de Na+-K+-ATPase-reactie 
gaat gepaard met een transport van Na+-ionen uit de cel; bij de de-
phosphorylermgsstap, waarbij aan de binnenzijde van de celmembraan 
anorganisch phosphaat vrijkomt, worden K+-ionen naar binnen ge-
transporteerd. 
Deze essentiële kenmerken van het kationentransport zijn door ver-
schillende auteurs samengebracht in moleculaire modellen voor de Na+ -
K+-ATPase-reactie. Opit en Charnock (1965) nemen aan, dat de 
enzymactiviteit gelocahseerd is in de binnenste laag van de celmem-
braan; deze eiwitlaag bevat een groot aantal negatief geladen groepen. 
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waarbij Na+ - en K+-ionen als tegenionen optreden. De verandering in 
de verhouding tussen Na+ - en K+-ionen is, tengevolge van de daar-
door optredende verschuiving in de electronendichtheid in de eiwit-
keten, de bepalende factor voor de phosphorylering van het enzym-
eiwit. Bij aanwezigheid van veel Na+-ionen intracellulair vindt phos-
phorylering plaats, waarbij tevens een rotatie optreedt van een groot 
gedeelte van de negatief geladen groepen naar de buitenzijde van de 
membraan. Daar vertonen deze groepen dan een grotere affiniteit voor 
K+-ionen, zodat de Na/K-verhouding van de tegenionen opnieuw een 
verandering ondergaat en, aan de binnenzijde van de membraan, de-
phosphorylering van het enzymeiwit plaats vindt. Hierbij treedt weer 
een rotatie op van de negatief geladen groepen van buiten naar binnen. 
K+ is op deze wijze naar binnen en Na+ naar buiten getransporteerd, 
terwijl anorganisch phosphaat intracellulair is vrijgekomen. 
Door Albers en medewerkers (Fahn c.s., 1966; Albers, 1967; Albers 
es. , 1968) is een model voor de Na+-K+-ATPase-reactie voorgesteld, 
dat in grote trekken gelijkt op dat van Opit en Charnock. Albers neemt 
het bestaan aan van twee vormen van het enzym: in de „cis"-vorm 
bevinden zich de bindingsplaatsen voor kationen aan dezelfde zijde 
van de phosphoryleringsplaats (intracellulair), in de ,,trans"-vorm aan 
de tegenovergestelde zijde (extracellulair). De „cis"-vorm heeft hoge 
affiniteit voor Na+-ionen, de ,,trans"-vorm voor K+-ionen. Door phos-
phorylering gaat de „cis"-vorm gemakkelijk over in de „trans"-vorm, 
zodat Na + naar buiten getransporteerd wordt. Dephosphorylering 
brengt omzetting van de „trans"-vorm in de „cis"-vorm teweeg, zodat 
K+ naar binnen wordt getransporteerd. Ook volgens dit model komt 
anorganisch phosphaat aan de binnenzijde van de celmembraan vrij. 
Ofschoon de experimentele bewijzen voor een overgang van „cis"-
in ,,trans"-vorm (Albers), of een rotatie van negatief geladen groepen 
van binnen- naar buitenzijde van de membraan (Opit en Charnock), 
niet geleverd zijn, kunnen de hier beschreven modellen toch als ge-
schikte werkhypothesen worden beschouwd voor verdere onderzoe-
kingen naar het mechanisme van de kationenpomp. 
I. 4. Functie van de kationenpomp 
In dierlijke weefsels is de kationenpomp op de eerste plaats verant-
woordelijk voor de ongelijke verdeling van Na+ - en K+-ionen tussen 
extra- en intracellulaire ruimte. Een hoge intracellulaire K+-concen-
tratie is belangrijk, omdat verschillende enzymatische processen in de 
cel, b.v. de eiwitsynthese en de vorming van acetyl-coenzym A, ge-
stimuleerd worden door K+-ionen (Kernan, 1965). Bij de zenuwcel is 
het functioneren van de kationenpomp essentieel voor het herstel van 
de door depolarisatie verstoorde kationenconcentratiegradiënt (Kernan, 
1965). 
In verscheidene weefsels is het bestaan van een Na+-pomp een nood-
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zakelijke voorwaarde voor een actieve opname in de cel van amino-
zuren, suikers en andere stoffen (Csáky, 1963a, b; Bittner en 
Heinz, 1963; Fox c.s., 1964; Vidaver, 1964; Curran, 1965). Met name 
is dit het geval bij het actief transport van suikers door het epitheel 
van de darm (Bihler en Crane, 1962). Deze secundaire transporten 
van biologisch belangrijke stoffen staan stil, als de Na+-pomp buiten 
werking wordt gesteld. De actieve opname van glycine in Ehrlich 
ascites-tumorcellen blijkt door ouabaine geremd te kunnen worden 
(Bittner en Heinz, 1963). Het is niet de lage K+-concentratie als zo-
danig, die verantwoordelijk is voor de remming, maar het aminozuur-
transport blijkt rechtstreeks van de activiteit van de kationenpomp af-
hankelijk te zijn. 
Diverse secretorische processen, b.v. de vorming van cerebrospinale 
vloeistof (Vates c.s., 1964), de vorming van kamerwater in het oog 
(Bonting en Becker, 1964) en de secretie van pancreassap (Ridderstap 
en Bonting, 1968a), zijn eveneens gekoppeld aan een actief kationen-
transportproces. De activiteit van de Na+-pomp is verder de drijvende 
kracht voor de primaire secretie van de zweetklier (Siegers, 1968). 
De aanwezigheid van een zeer actief Na+-K+-ATPase-systeem in de 
parotis steunt het vermoeden dat actief kationentransport in speeksel-
klieren plaats vindt en dat dit proces betrokken kan zijn bij de secretie 
van speeksel (Schwartz en Matsui. 1967). 
I. 5. Kationentransport in de regenererende rattelever 
In de laatste jaren zijn enige onderzoekingen verricht omtrent de 
kationenconcentraties in de regenererende rattelever na partiële hepa-
tectomie. Nadat Uyeki ( 1963 ) een toename in K+-concentratie en een 
afname in Na+-concentratie tijdens de regeneratieperiode had be-
schreven, konden deze bevindingen door Myers ( 1964 ) niet bevestigd 
worden. In 1965 constateerde Humphrey, dat coupes van regenererende 
levers in staat waren een hogere K+-concentratie en een lagere Na + -
concentratie te handhaven dan coupes van normale levers. Hij schreef 
dit toe aan een vermindering van de permeabiliteit van de celmem-
branen voor Na + en K+. 
Wij hebben daarentegen het denkbeeld geopperd, dat de waar-
nemingen van Humphrey eveneens verklaard zouden kunnen worden 
door een verhoging van de activiteit van de kationenpomp in de lever-
cellen na partiële hepatectomie. Een verhoogde kationenpomp-activiteit 
zal, bij incubatie van levercoupes, een lagere Na+ - en een hogere K+-
concentratie in de coupes ten gevolge hebben. Deze verklaring leek ons 
waarschijnlijker, omdat één verandering beide kationeneffecten zou 
kunnen verklaren. Daarentegen zouden bij de door Humphrey gegeven 
verklaring twee permeabiliteitsveranderingen (voor Na + en voor K+) 
nodig zijn. 
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I. 6. Doel van het onderzoek 
Het uitgangspunt van ons onderzoek was de bestudering van de 
activiteit van de kationenpomp in de regenererende rattelever na par-
tiële hepatectomie. Wij hebben nagegaan, of de pompactiviteit inder-
daad verhoogd was in vergelijking met de activiteit in de normale 
rattelever. Hiertoe hebben wij de activiteit van het Na+-K+-ATPase-
systeem in de rattelever bepaald op verschillende dagen na partiële 
hepatectomie. Als tweede criterium voor de activiteit van de kationen-
pomp hebben wij de actieve opname van 8 6Rb+ in coupes van normale 
en regenererende levers bepaald. Ook het passieve transport van 8 6Rb+ 
en 2 2 N a + in levercoupes werd in het onderzoek betrokken (Hoofd-
stuk V ) . 
Als voorbereiding op dit onderzoek hebben wij eerst de enzymatische 
eigenschappen van het (Na+ + K+)-geactiveerde ATPase-systeem 
in de rattelever bepaald (Hoofdstuk III). Daar door velen een K+-
geactiveerde phosphatase-activiteit in verband wordt gebracht met de 
Na+-K+-ATPase-activiteit (1.3), hebben wij ook de eigenschappen 
van dit enzymsysteem uit rattelever bepaald (Hoofdstuk IV) . Daar 
tijdens het in hoofdstuk V beschreven onderzoek verschillen in Na+-
K+-ATPase-activiteit aan het licht kwamen, die afhankelijk waren van 
het tijdstip van de dag, waarop de proefdieren gedood werden, hebben 
•wij een systematisch onderzoek ingesteld naar het verloop van de 
enzymactiviteit gedurende een periode van 24 uur (Hoofdstuk VII ) . 
De door ons geconstateerde verandering van de kationenpomp-activi-
teit in een snel groeiend weefsel als de regenererende rattelever 
(Hoofdstuk V) gaf ons aanleiding deze activiteit ook tijdens de pre-
en postnatale ontwikkeling van de rattelever te bestuderen (Hoofd-
stuk V I ) . Omdat wij tijdens ons onderzoek naar de activiteit van de 
kationenpomp in de regenererende rattelever aanwijzingen verkregen, 
die een correlatie deden vermoeden tussen kationenpomp-activiteit en 
galsecretie (Hoofdstuk V ) , hebben wij tenslotte enige experimenten 
verricht betreffende de invloed van ouabaine op de galsecretie (Hoofd-
stuk VII I ) . 
De resultaten beschreven in de hoofdstukken III en V zijn gedeelte-
lijk reeds elders gepubliceerd (Bakkeren en Bonting, 1968a, b ) . 
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HOOFDSTUK II 
MATERIALEN EN M E T H O D E N 
II. 1. Materialen 
Gebruikte chemicaliën: 
Adenosinediphosphaat, trinatriumzout (1); adenosinemonophosphaat, 
dinatriumzout (1); adenosinetriphosphaat, dinatriumzout (1): Amber-
lite IR 120 (H+-vorm) (5); cytidinetriphosphaat, dinatriumzout (2); 
Dowex 5 0 W x 8 (200/400 mesh, H+-vorm) (3): ethyleendiamine-
tetra-azijnzuur, dinatriumzout (4); erythrophleïne sulfaat (4); guano-
sinetriphosphaat, dinatriumzout (2); inosinetriphosphaat, trinatrium-
zout (2); natriumcholaat (3); natriumdesoxycholaat (5); ouabaine 
(strophanthine-g) (4; 6) ; p-nitrophenol (5); p-nitrophenylphosphaat, 
dinatriumzout (4); tris(hydroxymethyl)aminomethaan (2; 4); thymi-
dinetriphosphaat, dinatriumzout (2); uridinetriphosphaat, diammonium-
zout (2). 
Alle overige chemicaliën waren p.a. 
Bovengenoemde chemicaliën werden betrokken van de volgende 
firma's: 
1. C. F. Boehringer und Soehne G.m.b.H., Mannheim, Duitsland. 
2. Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri, U.S.A. 
3. Fluka A.G. Chemische Fabrik, Buchs SG, Zwitserland. 
4. E. Merck A.G., Darmstadt, Duitsland. 
5. The British Drug Houses Ltd., Poole, Groot Brittannië. 
6. Nutritional Biochemicals Corporation, Cleveland, Ohio, U.S.A. 
Bereiding van Tris-zout van ATP 
Op een Amberlite IR-120 kolom (Tris-vorm) werd 500 mg A T P 
(dinatriumzout) gebracht in 3 ml H2O. De kolom bevatte 70 ml ionen-
wisselaar. Elutie geschiedde met gedestilleerd water. Het eluaat werd 
in fracties opgevangen met behulp van een fractieverzamelaar (LKB, 
Stockholm) voorzien van een bij 254 πιμ continu registrerende UV-
absorptiemeter (Uvicord, LKB, Stockholm) en de fracties welke één 
piek in de absorptiecurve vormden, werden samengevoegd. Het eluaat 
werd vervolgens gelyophiliseerd. 
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Bereiding van Tris-zout van p-nitrophenylphosphaat 
Gedurende 5 minuten werd 4 ml 0,1 M p-nitrophenylphosphaat 
(dinatriumzout) bij 0° geroerd met 2 g Dowex-50 (H+-vorm). Na 
afcentrifugeren en uitwassen van de ionenwisselaar met 3 χ 1 ml dubbel-
gedestilleerd water werd de bovenstaande vloeistof op pH 7,8 ge­
bracht met 0,5 M Tris en vervolgens verdund tot de gewenste molari-
teit. 
II. 2. Preparartele technieken 
Bereiding van ratteleverhomogenaten 
Rattelevers werden bij 0-4° gehomogeniseerd met negen volumina 
dubbel-gedestilleerd water in een glazen Potter-Elvehjem homogeni-
sator. Monsters van 0,5 ml van deze homogenaten werden in glazen 
buisjes (80 χ 9 mm) in een dunne laag ingevroren in een aceton-kool-
zuurmengsel, gelyophiliseerd en bij -25° bewaard. Vóór gebruik werd 
het droog gewicht van de monsters bepaald. 
Bereiding van plasmamembranen uit rattelever 
De bereiding van plasmamembranen geschiedde volgens de methode 
van Neville (1960), zoals deze werd gemodificeerd volgens Emmelot 
c.s. (1964). Wij volstaan hier met een samenvatting van de belang-
rijkste punten van de methode. 
Als uitgangsmateriaal werden levers van volwassen mannelijke 
Wistar ratten gebruikt van ongeveer 250 g, die 3 à З/а maand oud 
waren. Na voorzichtige homogenisatie in 0,001 M N a H C O s met be­
hulp van een glazen Potter-Elvehjem homogenisator werd gefiltreerd 
door kaasdoek en 10 minuten gecentrifugeerd bij 1500 χ g (M. Christ 
Universal Jr. IKS centrifuge). Na resuspenderen van het precipitaat 
in NaHCOa-oplossing werd nog driemaal gedurende 10 minuten ge­
centrifugeerd bij 1220 χ g. Het uiteindelijk verkregen precipitaat werd 
opnieuw gesuspendeerd in NaHCOs-oplossmg en gemengd met zoveel 
60% sucrose-oplossing, dat een dichtheid van 1,22 werd bereikt. Op 
deze oplossing werden twee lagen sucrose-oplossing aangebracht met 
dichtheden van resp. 1,18 en 1,16. In een preparatieve ultracentrifuge 
(Spinco L 2-50, Beekman) met z.g. swingout rotor ( S W 25.1) werd 
daarna gedurende 75 minuten bij 100.000 χ g gecentrifugeerd. De 
plasmamembranen hoopten zich op in een compacte zone tussen de 
twee minst-geconcentreerde sucrose-oplossingen (resp. d = 1,18 en 
d = 1,16). De membranen werden vervolgens verzameld, éénmaal uit-
gewassen met dubbel-gedestilleerd water, gelyophiliseerd en bewaard 
bij -25°. Vóór gebruik werd het eiwitgehalte bepaald. De opbrengst 
aan plasmamembranen bedroeg, uitgaande van vier levers (ca. 30 g 
nat gewicht), ongeveer 50 mg (droog gewicht). 
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II. 3. Partiele hepatectomie 1 ) 
Partiele hepatectomie werd uitgevoerd volgens de methode van 
Higgins en Anderson (1931) op volwassen mannelijke Wistar ratten 
van ongeveer 250 g, die 3 à З/г maand oud waren. De dieren werden 
in narcose gebracht met behulp van narcose-ether (NP35, Kon. Ned. 
Gist- en Spintusfabnek, Delft). De buikholte werd bereikt via een 
mediane incisie. Linker- en middelste lobben van de lever werden vrij-
geprepareerd van ligamenten en onderbonden. Vervolgens werden ge­
noemde lobben verwijderd en gebruikt voor de bereiding van homo-
genaten of coupes De operatie werd beëindigd door de mediane incisie 
te hechten. Alle operaties werden omstreeks hetzelfde uur van de dag 
(11.00 uur 's morgens) verricht. De mortaliteit van de dieren post-
operatief was uiterst gering (< 1%). 
Op een aantal dieren werden schijnoperaties verricht, waarbij de 
buikholte werd geopend, zoals boven werd beschreven. De leverlobben 
werden gepalpeerd, zoals bij de werkelijke ingreep geschiedde, zonder 
hierna over te gaan tot partiele hepatectomie. De operatie werd be-
ëindigd door sluiten van de mediane snede 
II. 4. Enzymbepalingen 
Bepaling van de Na+-K+-ATPase-activiteit 
Voor de bepaling van de Na+-K+-ATPase-activiteit werd gebruik 
gemaakt van de karakteristieke eigenschappen van het enzymsysteem, 
nl. de activering door Na+- en K+-ionen tezamen en de remming door 
ouabaine. De totale ATPase-activiteit werd bepaald in een incubatie-
medium dat volledige activering van het Na+-K+-ATPase-systeem 
mogelijk maakte, en de Mg2+-geactiveerde ATPase-activiteit in een 
viertal andere incubatiemedia, waarin de Na+-K+-ATPase-activiteit 
geremd werd door het ontbreken van Na+ of K+ en/of de aanwezig-
heid van ouabaine. De bepaling werd uitgevoerd volgens de enigszins 
gewijzigde methode van Bonting c.s. (1963), waarbij de hoeveelheid 
anorganisch phosphaat vrijgemaakt uit het substraat A T P gemeten 
wordt. 
De drooggevroren enzympreparaten werden gesuspendeerd in 
dubbel-gedestilleerd water tot een uiteindelijke concentratie van resp. 
2,8 mg droog gewicht/ml (in het geval van homogenaten van ratte-
lever) of van 300 μg eiwit/ml (in het geval van plasmamembranen uit 
rattelever). Van deze suspensies werd 0,25 ml toegevoegd aan 3,75 ml 
van ieder van de volgende incubatiemedia- medium A (volledig me-
1 ) De hier beschreven operaties werden verricht op het Centraal Dierenlabora­
torium, Universiteit van Niimegen (Directeur Dr M J Dobbelaar), door de heer 
Ρ В Spaan en zijn medewerkers, waarvoor wij hartelijk dank zeggen 
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dium), medium В (zonder К + ) , medium С (zonder N a + ) , medium D 
( + I O - 4 M ouabaine) en medium E (zonder K+, + Ю - 4 M ouabaine). 
De nauwkeurige samenstelling van de verschillende incubatiemedia 
wordt gegeven in tabel I. Van ieder mcubatiemengsel werden drie 
Tabel I 






















































*) Alle concentraties zijn gegeven in mmol/1, Cl is het enige andere ion aanweng. 
**) ATP, dinatnum-zout in de media A, B, D en E, ATP, Tns-zout m medium G 
monsters van 0,5 ml gedurende 1 uur in een waterbad bij 37° geincu-
beerd, aan drie andere monsters van 0,5 ml van dezelfde incubatie-
mengsels werd onmiddellijk 2,25 ml 10% tnchloorazijnzuur (TCA) 
toegevoegd. Deze laatste drie monsters dienden als enzym-blanco's. 
Na incubatie werd aan de overige monsters dezelfde hoeveelheid T C A 
toegevoegd. Na centnfugatie werd 1,5 ml van de bovenstaande vloei­
stof overgebracht naar een buis met 1,5 ml kleurreagens, bereid door 
400 mg FeSO«!. H2O op te lossen in 5 ml van een 1% ammonium-
molybdaat-oplossing in 1,15 N H2SO4. De resulterende blauwe kleur 
werd in een Zeiss spectrofotometer ( P M Q II) bij 700 πιμ gemeten 
tussen 2 en 120 minuten na mengen. 
Als standaarden voor de phosphaatbepaling werden drie monsters 
gebruikt van elk van de volgende twee oplossingen· resp. 0,2 ml 50 mM 
Κ Η , Ρ θ 4 + 20 ml medium A en 0,2 ml 50 mM Κ Η 2 Ρ θ 4 + 10 ml 
medium A. De monsters bevatten resp. 0,25 en 0,50 μπιοί anorganisch 
phosphaat. Als blanco's voor de phosphaatbepaling werden drie mon­
sters van medium A, zonder toevoeging van phosphaat, gebruikt. 
Met behulp van de phosphaat-standaarden werd een omrekenings­
factor berekend om de extincties, gecorrigeerd voor de enzym-blancos, 
om te zetten in molen A T P gehydrolyseerd per uur. De enzymactiviteit 
werd uitgedrukt in molen A T P gehydrolyseerd per kg droog gewicht 
per uur (voor homogenaten) of in μπιοΐεη A T P gehydrolyseerd per 
mg eiwit per uur (voor plasmamembranen). 
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Bepaling van de activiteit van К*-geactiveerd p-nitrophenylphospha-
tase 
Voor de bepaling van de p-nitrophenylphosphatase-activiteit werd 
gebruik gemaakt van een modificatie van de methode van Nagai c.s. 
(1966), waarbij de hoeveelheid p-nitrophenol gemeten wordt, die uit 
het substraat p-nitrophenylphosphaat wordt vrijgemaakt. 
De drooggevroren plasmamembranen werden gesuspendeerd in 
dubbel-gedestilleerd water tot een uiteindelijke concentratie van 150 Hg 
eiwit/ml. Van deze enzymsuspensie werd 0,8 ml toegevoegd aan 3,2 ml 
van elk der beide volgende incubatiemedia: medium A (volledig me­
dium) en medium В (zonder K + ) . Medium A bevatte uiteindelijk 
40 mM Tris-HCl pH 7,8; 5 mM M g C ^ ; 5 mM p-nitrophenylphos­
phaat en 10 mM KCl. In medium В ontbrak KCl, doch verder was de 
samenstelling gelijk aan die van medium A. Drie monsters van 1,0 ml 
van ieder incubatiemengsel werden gedurende 30 minuten in een water­
bad bij 37° geïncubeerd. Daarna werd 2 ml 0,1 N NaOH toegevoegd, 
gecentrifugeerd en de resulterende gele kleur in een Zeiss spectrofoto-
meter ( P M Q II) bij 410 τημ gemeten. Als blanco's dienden analoge 
monsters zonder enzymsuspensie. Uit de extincties, gecorrigeerd voor 
de enzym-blanco's, werd met behulp van een tevoren opgestelde ijklijn 
het aantal in 30 minuten gehydrolyseerde molen p-nitrophenylphos­
phaat berekend. De enzymactiviteit werd uitgedrukt in μηιοΐεη p-
nitrophenylphosphaat gehydrolyseerd per mg eiwit per uur. Het ver­
schil tussen de activiteiten, gemeten in resp. de incubatiemedia met K+ 
(medium A) en zonder K+ (medium B), leverde de activiteit van het 
K+-geactiveerde p-nitrophenylphosphatase-systeem. 
II. 5. Bepaling van actief en passief kationentransport in 
rattelevercoupes ! ) 
Bepaling van de opnamesnelheid van eGRb+ 
Met behulp van een Stadie-Riggs microtoom werden 0,5 mm dikke 
levercoupes gesneden. Twee à drie coupes (totaal nat gewicht 50-
100 mg) •werden gedurende 1 uur bij 0° gepreïncubeerd in 3 ml van 
een K+-vrij incubatiemedium. Het incubatiemedium had de volgende 
samenstelling (in mmol/1): Na+ 149; Ca2+ 1; Mg2+ 1; Cl" 144; 
H C O 3 - 6; HPO42- 1,5; Η 2 Ρ θ 4 - 0,15; glucose 5,6; pH 7,5-7,8. De 
preïncubatie bij 0° diende om de coupes zo goed mogelijk te ontdoen 
van intracellulair kalium. Na de preïncubatie werden de coupes afge-
dept tussen filtreerpapier en overgebracht in 3 ml van hetzelfde in-
1 ) Voor de medewerking verleend door Dr. J. H. Veerkamp, Laboratorium voor 
Biochemie, Universiteit van Nijmegen, bij de uitvoering van de hier beschreven me-
tingen betuigen wij onze erkentelijkheid. 
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cubatiemedium, dat ditmaal bovendien 0,5 mC 86Rb+/l bevatte, hetzij 
met 10 - 3 M ouabaine, hetzij zonder ouabaine. Nadat onder zachtjes 
schudden 30 minuten in een waterbad bij 37° was geïncubeerd, werden 
de coupes onder afzuigen over filtreerpapier gefiltreerd, kort (1 à 
2 seconden) nagespoeld met bovenstaand medium zonder 8 6Rb+ , af-
gedept tussen filtreerpapier, gewogen en daarna geteld in een Philips 
P W 4119 scintillatietelbuis, aangesloten op een Philips P W 4251 teller. 
Na de incubatie werden ook monsters van 1 ml van het medium ge-
nomen en op dezelfde wijze geteld. De bepalingen met en zonder 
ouabaine werden elk in drievoud uitgevoerd. Voor oppervlakkig aan-
hangend radioactief medium werd gecorrigeerd door enkele coupes 
onmiddellijk na toevoeging van radioactief medium af te filtreren. De 
waarden verkregen voor deze coupes werden afgetrokken van die voor 
de coupes welke 30 minuten bij 37° waren geïncubeerd. 
Nadat de radioactiviteit was uitgedrukt in dpm/μΐ weefselwater 
(waarbij een gemiddeld percentage droog gewicht van 20% werd aan­
genomen), werden de W/M-verhoudingen (dpm/μΐ weefselwater, ge­
deeld door dpm/μΐ medium na incubatie) berekend voor de coupes, 
geïncubeerd met ouabaine, en voor die, geïncubeerd zonder ouabaine. 
Er bestond geen significant verschil in percentage droog gewicht tussen 
coupes die gedurende 30 minuten bij 37° met en zonder ouabaine waren 
geïncubeerd. De relatieve afname in W/M-verhouding (AW/M) in 
aanwezigheid van ouabaine werd als maat gebruikt voor de ouabaine-
gevoelige opnamesnelheid van 8fiRb+. 
Bepaling van de passieve efflux van 86i?b+ 
Levercoupes met een dikte van 0,5 mm werden gesneden met behulp 
van een Stadie-Riggs microtoom. Twee à drie coupes (50-100 mg nat 
gewicht) werden gedurende 1 uur bij 37° geïncubeerd in 3 ml van 
hetzelfde medium als boven beschreven, nu echter in aanwezigheid van 
7,5 mC 8GRb+/l. Na de incubatie werden de coupes onder afzuigen 
over filtreerpapier gefiltreerd, kort (1 à 2 seconden) nagespoeld met 
medium zonder 8f iRb+ en overgebracht in 3 ml vers medium zonder 
8fiRb+, dat 10 - 3 M ouabaine bevatte. Na resp. 5, 10 en 20 minuten 
incubatie bij 37° werd een monster van 50 μΐ van het medium genomen 
en geteld zoals boven beschreven. Na afloop van de incubatie werden 
de coupes onder afzuigen gefiltreerd over filtreerpapier, kort (1 à 
2 seconden) nagespoeld met medium zonder 8 6Rb+ , afgedept tussen 
filtreerpapier, gewogen en eveneens geteld. Alle bepalingen werden 
uitgevoerd in drievoud. 
De hoeveelheid radioactiviteit opgenomen in de coupes gedurende de 
eerste incubatie werd berekend door de hoeveelheden radioactiviteit in 
coupes en in medium na afloop van de tweede incubatie op te tellen. 
Vervolgens kon het percentage 8 6Rb+ berekend worden, dat na resp. 
5, 10 en 20 minuten incubatie uit de coupes was gelekt. Het percentage 
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na 5 minuten incubatie werd beschouwd als een maat voor de passieve 
efflux van 8 6Rb+ uit de coupes. 
Bepaling van de passieve influx van 22Na+ 
Levercoupes met een dikte van 0,5 mm werden gesneden met behulp 
van een Stadie-Riggs microtoom. Twee à drie coupes (50-100 mg nat 
gewicht) werden bij 37° geïncubeerd in 3 ml van een incubatiemedium 
met de volgende samenstelling (in mmol/1): Na + 146; K+ 3; Ca2 + 1; 
Mg2+ 1; Cl- 144; H C X V 6; H P 0 4 2 - 1,5; H 2 PO 4 -0 ,15 ; glucose 5,6; 
ouabaine 1; pH 7,5-7,8. Het medium bevatte bovendien 0,125 mC 
22Na+/l. Ouabaine was in het incubatiemedium aanwezig om een actief 
transport van 22Na+ uit de coupe tijdens de incubatie bij 37° te ver-
hinderen. Na resp. 5, 10 en 20 minuten incubatie werden de coupes 
onder afzuigen gefiltreerd over filtreerpapier, kort (1 à 2 seconden) 
nagespoeld met bovenstaand medium zonder 22Na+; afgedept tussen 
filtreerpapier, gewogen en geteld zoals boven beschreven. Ook van het 
incubatiemedium werden monsters (50 μΐ) genomen, waarvan eveneens 
de radioactiviteit gemeten werd. Alle bepalingen werden in drievoud 
uitgevoerd. Voor oppervlakkig aanhangend radioactief medium werd 
op dezelfde wijze gecorrigeerd als beschreven bij de bepaling van de 
opnamesnelheid van 8 6 R b + . De W/M-verhouding werd eveneens op 
dezelfde wijze berekend. Daar de W/M-verhouding gedurende de 
eerste tien minuten van de incubatie lineair verliep met de tijd, werd 
de waarde van deze grootheid na 5 of 10 minuten incubatie beschouwd 
als een maat voor de passieve influx van 2 2 N a + in de coupes. 
II. 6. Chemische bepalingen 
Natrium- en kaliumbepaling in rattegal 
20 μΐ gal werd met dubbel-gedestilleerd water verdund tot 4,0 ml. 
De concentraties van N a + en K+ in de verdunde oplossing werden 
bepaald met behulp van een vlamfotometer (Eppendorff). Als 
standaarden werden oplossingen gebruikt, die resp. 0,8 mM N a + + 
0,08 mM K+ en 0,2 mM N a + + 0,02 mM K+ bevatten. Uit het ver­
loop van een tevoren opgestelde ijklijn was gebleken, dat de uitslag 
van de vlamfotometer lineair verliep met de concentraties van N a + en 
K+ tussen resp. 1 χ 10-4 en 8 χ 10-4 mol Na+/1 en 1 χ 10-5 en 8 χ 10-5 
mol K+/1. 
Cholzuurbepaling in rattegal 
Cholzuur werd bepaald volgens de methode van Irvin c.s. (1944). 
10 μΐ gal werd, in duplo, met dubbel-gedestilleerd water verdund tot 
0,4 ml. Aan 0,2 ml van de verdunde oplossing werden 1,2 ml 16,0 N 
H2SO4 + 0,2 ml 1% furfural-oplossing toegevoegd. Na 13 minuten 
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verhitten in een waterbad bij 65° werd in een ijsbad snel afgekoeld 
tot kamertemperatuur. Aan de afgekoelde oplossing werd 1 ml ijsazijn 
toegevoegd. De extinctie werd gemeten in een Zeiss spectrofotometer 
( P M Q II) bij 620 πιμ. Als blanco diende een oplossing, waarbij de 
bovengenoemde reagentia aan 0,2 ml water waren toegevoegd. Als 
standaarden werden twee oplossingen van natriumcholaat gebruikt, die 
resp. 30 en 15 pg cholzuur per 0,2 ml bevatten. 
Eiwitbepaling in plasmamembranen uit rattelevet 
De bepaling van het eiwitgehalte geschiedde volgens de methode 
van Lowry c.s. (1951) met runderserumalbumine als standaard. 
II. 7. Statistische analyses 
Hierbij werd gebruik gemaakt van de volgende methoden: 
1. De toets van Student voor een normale verdeling van wille­
keurige variabelen (zie b.v. Lacey, 1957). Als resultaat van de twee­
zijdige toets is de overschrijdingskans Ρ opgegeven met vermelding of 
deze significant is (P S 5%) of niet (P > 5 % ) . 
2. De parametervrije toets van Wilcoxon voor twee steekproeven. 
Voor de uitvoering zij verwezen naar Rümke en van Eeden (1961), 
p. 60. Deze toets werd gebruikt in die gevallen waarin niet a priori 
mocht worden aangenomen, dat de variabelen normaal verdeeld zijn. 
Ook hier is de overschrijdingskans Ρ als resultaat van de tweezijdige 
toets opgegeven. 
Werd een experiment met een tweede reeks proefdieren herhaald 
(VII. 2), dan werden de overschrijdingskansen van de afzonderlijke 
experimenten gecombineerd en de P-waarde voor de combinatie van 
beide experimenten verkregen (Rümke en van Eeden (1961), p. 100). 
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HOOFDSTUK III 
E I G E N S C H A P P E N VAN H E T (Na+ + К+)-GEACTIVEERDE 
ATPase-SYSTEEM IN DE RATTELEVER 
III. 1. Inleiding 
In een systematisch onderzoek door Bonting en medewerkers (1962) 
naar het voorkomen van Na+-K+-ATPase'activiteit in verschillende 
weefsels van diverse diersoorten werd ook in de rattelever de aanwezig­
heid van het enzymsysteem vastgesteld. De hoogste enzymactiviteit 
werd gevonden in de ruwe ,,kern"-fractie, waarin ook fragmenten van 
plasmamembranen terechtkomen (Hogeboom c.s., 1952). Ahmed en 
Judah (1964) bevestigden deze waarneming. Emmelot en Bos (1962) 
slaagden erin de aanwezigheid van het enzymsysteem aan te tonen in 
geïsoleerde plasmamembranen van levercellen. Electronenmicroscopisch 
onderzoek (Emmelot c.s., 1964) wees uit, dat de door hen geïsoleerde 
fractie inderdaad vrijwel alleen uit plasmamembranen bestond. In vers-
bereide microsomenfracties kon geen Na+-K+-ATPase-activiteit wor-
den aangetoond (Schwartz, 1963; Järnefelt, 1962). Indien echter ge-
homogeniseerd werd in aanwezigheid van desoxycholaat, werd wel 
activiteit gevonden, zowel in de ruwe microsomenfractie (Schwartz, 
1963) als in een daaruit geïsoleerde lipoproteinen-fractie (Ahmed en 
Judah, 1964). Door de preparaten gedurende enige tijd bij lage tempe-
raturen te bewaren konden nog aanmerkelijk hogere activiteiten ver-
kregen worden. Het mag echter niet uitgesloten worden geacht, dat 
fragmenten van plasmamembranen verantwoordelijk zijn voor de Na+ -
K+-ATPase-activiteit in deze, niet d.m.v. electronenmicroscopisch on-
derzoek gekarakteriseerde, fracties. Localisatie, doch niet exclusieve 
localisatie, in de plasmamembraan is dus aangetoond. 
In dit hoofdstuk wordt het resultaat weergegeven van een systema-
tisch onderzoek naar de eigenschappen van het (Na + + K+)-geacti-
veerde ATPase-systeem uit de rattelever (Bakkeren en Bonting, 1968a). 
Omdat de door ons toegepaste vóórbehandeling van het gelyophili-
seerde homogenaat met een geconcentreerde ureumoplossing (III. 3) 
de veranderingen in activiteit van het Na+-K+-ATPase-systeem onder 
diverse omstandigheden goed meetbaar maakte, werd geen poging 
ondernomen door middel van een tijdrovende celfractionering een 
verdere zuivering van het enzymsysteem te verkrijgen. In enkele ge-
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vallen, waarin plasmamembranen, geïsoleerd volgens de methode van 
Emmelot c.s. (1964), werden gebruikt, werden dezelfde resultaten 
verkregen (ouabaine-remmingscurve, III. 9; pH-curve, III. 6) als met 
homogenaten. Gesteld mag dus worden, dat bij gebruik van homo-
genaten die met ureum zijn vóórbehandeld, een juist beeld gevormd kan 
worden van de eigenschappen van het Na+-K+-ATPase-systeem uit 
de rattelever. 
III. 2. Bepaling van de enzymactiviteit 
Homogenaten van rattelevers werden bereid zoals beschreven in 
hoofdstuk II. 2. Vervolgens werd de ATPase-activiteit in de gelyo-
Tabel II 




В (geen K+) 
С (geenNa+) 
D (+10- 4Mouabame) 
E (geen K+, + IO"4 M ouabaine) 
Gemiddelde van media B, C, D en E 
% 
100 
91,4 ± 0,5 
76,6 ± 0,9 
92,3 ± 0,4 
88,2 ± 0,4 
87,1 ± 3,6 
De ATPase-activiteit in medium A (totale ATPase-activiteit) is gelijk 100 gesteld, 
de waarden voor de media B, D en E (gemiddelden met standaardfouten van 18 be­
palingen) en voor medium С (gemiddelde met standaardfout van 4 bepalingen) 
geven de overblijvende activiteit weer bij remming van de Na+-K+-ATPase-activiteit. 
philiseerde enzympreparaten bepaald (II. 4) . In tabel II worden de 
relatieve ATPase-activiteiten m de verschillende incubatiemedia weer­
gegeven. Bij* weglaten van N a + of K+ en/of toevoegen van ouabaine 
tot een concentratie van 10 - 4 M werd gemiddeld 13% remming van de 
ATPase-activiteit gevonden. De geremde ATPase-activiteit komt 
op rekening van het ouabaine-gevoelige, ( N a + + K+)-geactiveerde 
ATPase-systeem. De resterende enzymactiviteit omvat alle overige 
Mg2+-afhankelijke ATPase-activiteit die in de homogenaten aan­
wezig is. 
De remming in het Na+-vrije medium С is iets sterker dan in de 
andere media. Dit wordt waarschijnlijk veroorzaakt door een geringe 
Na+-gevoeligheid van de Mg2 +-ATPase-activiteit. Dit is ook in diverse 
andere weefsels geconstateerd, zoals in hersenen, nieren en corpus 
ciliare van het konij"n (Bonting c.s., 1964a; Vates c.s., 1964), de zout-
kher van de zilvermeeuw (Bonting c.s., 1964b), de staafjes uit de 
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retina van het kalf (Bonting c.s., 1964c), de rectale klier van de elasmo-
branchi (Bonting, 1966) en de menselijke leukocyt (Block en Bonting, 
1964). 
In het K+-vrije medium В is de remming onvolledig, waarschijnlijk 
ten gevolge van een gedeeltelijke activering van het Na + -K + -ATPase-
systeem door de kleine hoeveelheid weefsel-kalium, die in het incubatie­
mengsel aanwezig is. Zoals blijkt uit de lage half-maximale activerings­
concentratie voor K+ (fig. 2), kan een kleine hoeveelheid K+ reeds 
een merkbare activering veroorzaken. 
Daar de rat betrekkelijk ongevoelig is voor ouabaine (fig. 7), is de 
remming in medium D, waar Ι Ο - 4 M ouabaine in het incubatiemengsel 
aanwezig is, eveneens onvolledig. 
De meest betrouwbare maat voor de Na+-K+-ATPase-activiteit is 
het verschil tussen de media A en E. In dit laatste medium (K+-vrij en 
in aanwezigheid van Ι Ο - 4 M ouabaine) ontbreekt de antagonerende 
werking van K+ op de remming door ouabaine (Bonting c.s., 1964a) 
en wordt dus een zo volledig mogelijke remming van de Na + -K + -
ATPase-activiteit verkregen. 
De gemiddelde Mg2 +-ATPase-activiteit in homogenaten van ratte-
lever, gemeten in de media B, D en E, was 3,63 ± 0,09 (n = 18); 
de gemiddelde Na+-K+-ATPase-activiteit bedroeg 0,374 ± 0,017 
(n = 18), beide uitgedrukt in molen A T P gehydrolyseerd per kg droog 
gewicht per uur, bij 37°. 
In plasmamembranen geïsoleerd volgens de methode van Emmelot 
c.s. (1964) (II. 2) werden de volgende enzymactiviteiten gemeten (in 
μπιοΐεη A T P gehydrolyseerd per mg eiwit per uur, bij 37°): 
Na + -K + -ATPase: 6,9 ± 0,6 (n = 14) 
Mg2+-ATPase: 23,0 ± 1,9 ( n = 14). 
De Na+-K+-ATPase-activiteit maakt in deze celfractie een groter 
deel (23,6% ± 1,9%) van de totale ATPase-activiteit uit dan in homo­
genaten. Hieruit mag dus geconcludeerd worden, dat het Na + -K + -
ATPase-systeem voornamelijk, zo niet geheel, gelocaliseerd is in de 
plasmamembranen. Na de door ons toegepaste behandeling met ureum 
is het percentage Na+-K+-ATPase echter nog aanmerkelijk hoger 
( III .3) . 
III. 3. De invloed van ureum op de activiteit 
Gezien het feit, dat in homogenaten van rattelever het percentage 
van het totale Mg2+-afhankelijke ATPase, dat door N a + + K+ ge­
activeerd wordt, vrij laag is en de bepaling van dit ( N a + + K + ) -
geactiveerde ATPase-systeem in wezen een verschilbepaling is, is het 
niet verwonderlijk, dat aanvankelijk moeilijkheden werden ontmoet bij 
de bestudering van de eigenschappen van het enzymsysteem, zoals de 
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Na+- en K+-afhankelijkheid, de remming door ouabaine, de pH-af-
hankelijkheid e.d. Dit leidde ons ertoe de enzympreparaten te onder-
werpen aan een behandeling met geconcentreerde oplossingen van 
ureum, die, zoals door Skou en Hilberg (1965), Glynn c.s. (1965) en 
Hafkenscheid en Bonting (1968) werd beschreven, de Mg2 +-ATPase-
activiteit sterker doen dalen dan de Na+-K+-ATPase-activiteit. Het 
percentage Na+-K+-ATPase wordt door deze behandeling dus ver-
hoogd. Dit heeft tot gevolg, dat de bepaling van de activiteit nauw-
keuriger kan geschieden. 
De vóórbehandeling met ureum geschiedde als volgt: Het gelyo-
philiseerde homogenaat werd gesuspendeerd in 1,5 M ureumoplossing 
en gedurende 15 minuten bij 0° geïncubeerd. Vervolgens werd de 
suspensie gedurende 1 uur in een preparatieve ultracentrifuge (Spinco 
L2-50, Beekman) gecentrifugeerd bij 100.000 χ g. Vrijwel alle ureum 
werd op deze wijze uit het enzympreparaat verwijderd. Na suspenderen 
van het precipitaat in dubbel-gedestilleerd water tot een uiteindelijke 
concentratie van 6,7 mg oorspronkelijk droog gewicht/ml werd nog 
30 minuten bij 0° geïncubeerd. De bepaling van de enzymactiviteit 
geschiedde daarna zoals beschreven in hoofdstuk II. 4. 
De gemiddelde Na+-K+-ATPase-activiteit bedroeg nu 0,330 ± 0,021 
(n = 1 1 ) , terwijl de gemiddelde Mg2+-ATPase-activiteit was terug-
gelopen tot 0,451 ± 0.100 (n = 11). beide uitgedrukt in molen A T P 
gehydrolyseerd per kg droog gewicht per uur. Het percentage Na+ -
K+-ATPase bleek verhoogd te zijn tot 36,5% ± 3,7%. De bepaling 
van de enzymactiviteit kon nu met grotere nauwkeurigheid worden uit-
gevoerd. Alle in de volgende paragrafen van dit hoofdstuk beschreven 
bepalingen van eigenschappen van het Na+-K+-ATPase-systeem 
werden voorafgegaan door de boven beschreven behandeling met 
ureum. 
Deze vóórbehandeling blijkt geen verandering van enige betekenis te 
veroorzaken in de enzymatische eigenschappen van het Na+-K+-
ATPase-systeem. In voorlopige experimenten, waarin de homogenaten 
niet aan een behandeling met ureum werden onderworpen, werden 
een zelfde optimale pH (III. 6) en een zelfde ouabaine-concentratie 
nodig voor half-maximale remming (III. 9) gevonden als later in pre-
paraten die wel met ureum waren vóórbehandeld. 
In een tweetal experimenten werd het gelyophiliseerde homogenaat 
gedurende 30 minuten bij 0° vóórbehandeld met 0,1% desoxycholaat 
(volgens Ahmed en Judah, 1964). De Mg2+-ATPase-activiteit nam 
met ca. 60% af, terwijl de Na+-K+-ATPase-activiteit onveranderd 
bleef. Het percentage Na+-K+-ATPase was hierdoor gestegen tot 
ca. 21%. Dit is een aanmerkelijk geringere stijging dan na de door ons 
toegepaste ureum-behandeling. Daar Ahmed en Judah bovendien bij 
de bereiding van de lipoproteinen-fractie in aanwezigheid van desoxy-
cholaat een aanzienlijk verlies aan Na+-K+-ATPase-activiteit con-
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stateerden, hebben wij de voorkeur gegeven aan de vóórbehandeling 
met ureum. 
III. 4. De invloed van monovalente kationen op de activiteit 
In fig. 1 wordt de Na+-activeringscurve weergegeven voor het 
Na+~K+-ATPase-systeem. De curve werd verkregen door de toename 
Na*-K*-ATPa3e activiteit (mol ATP jehydrolyaeerd / ky drooyyewicht uur) 
0,30-
120 160 
[Na*] ( m m o l / I ) 
Ftg. 1. Invloed van de Na+-concentratie op de Na+-K+-ATPase-activiteit van ratte-
leverhomogenaat na behandeling met ureum. De enzymactiviteit werd gemeten in 
medium C, waaraan toenemende hoeveelheden NaCl (concentratie 0-150 mM) waren 
toegevoegd. De K+-concentratie was constant (5mM) Het verschil in activiteit 
tussen medium С (zonder N a + ) en de media waaraan NaCl was toegevoegd, gaf de 
Na+-K+-ATPase-activiteit 
in ATPase-activiteit te meten m medium C, waaraan NaCl in stijgende 
hoeveelheden was toegevoegd. Hierbij werd de K+-concentratie steeds 
op 5 mM gehouden. De Na+-K+-ATPase-activiteit bereikt haar 
maximum bij 40 mM N a + . De concentratie nodig voor half-maximale 
activering is 6 mM Na + . Dit is iets lager dan in enkele andere weefsels, 
zoals de zoutklier van de zilvermeeuw (12,5 mM N a + ) (Bonting c.s., 
1964b) en de rectale klieren van zandhaai (Carcharías Uttoralis) 
(13,5 mM Na+ ) en doornhaai (Squalus acanthias) (11,7 mM Na+ ) 
(Bonting, 1966). 
Fig. 2 toont de verandering van de Na+-K+-ATPase-activiteit bij 
toename van de K+-concentratie. In dit geval werd de toename in 
ATPase-activiteit gemeten in medium B, waaraan toenemende hoe-
veelheden KCl waren toegevoegd. De Na+-concentratie was constant 
(63 mM). Maximale Na+-K+-ATPase-activiteit wordt bereikt bij 
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5 mM K+. Half-maximale activering vindt plaats bij 0,9 mM K+. In 
de meeste andere weefsels werden ongeveer gelijke waarden gevonden, 
b.v. in de ooglens van het konijn: 0,5 mM K+ (Bonting os., 1963). 
in de zoutkher van de zilvermeeuw: 1,5 mM K+ (Bonting c.s , 1964b) 
en in de rectale klieren van zandhaai en doornhaai resp. 0,67 en 
Ne"-K- ATPase ectiviteit —. 
(mol ATP ^ehydrolyeeerd / k j drooyyewicht uur) 
0.30-
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Ftg. 2. Invloed van de K+~concentratie op de Na+-K+-ATPase-activiteit van ratte-
leverhomogenaat na behandeling met ureum. De enzymactiviteit werd gemeten m 
medium B, waaraan toenemende hoeveelheden KCl (concentratie 0-36 mM) waren 
toegevoegd. De Na"1-concentratie was constant (63 mM) Het verschil in activiteit 
tussen medium В (zonder K + ) en de media waaraan KCl was toegevoegd, gaf de 
Na+-K+-ATPase-activiteit. 
0,96 mM K+ (Bonting, 1966). Ahmed en Judah (1964) vonden in de 
door hen geïsoleerde lipoproteinen-fractie van rattelevermicrosomen 
ongeveer overeenkomstige waarden voor de K+'Concentraties nodig 
voor optimale en half-maximale activering van het Na+-K+-ATPase-
systeem (resp. 10 en 1,2 mM K+ ) . 
Omdat in onderzoekingen op het gebied van actief transport ge-
woonlijk aangenomen wordt, dat Rb+-ionen zich op dezelfde wijze 
gedragen ten opzichte van de kationenpomp als K+-ionen, hebben wij 
ook de activering van het Na+-K+-ATPase-systeem door Rb+ be-
studeerd. Hiertoe werden toenemende hoeveelheden RbCl toegevoegd 
aan medium B, bij een constante Na+-concentratie (63 mM). Maximale 
activering wordt bereikt bij 6 mM Rb+ (fig. 3). De half-maximale 
activeringsconcentratie voor Rb+ bedraagt 0,8 mM. Ongeveer een 
zelfde waarde, nl. 0,5 mM Rb+, werd gevonden voor de ooglens van 
het konijn (Bonting os., 1963). Rb+-ionen blijken dus het Na+-K+-
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Fig. 3. Invloed van de Rb+-concentratie op de ATPase-activiteit van rattelever-
homogenaat in aanwezigheid van 63 mM N a + , na behandeling met ureum. De enzym-
dctiviteit werd gemeten in medium B, waaraan toenemende hoeveelheden RbCl (con­
centratie 0-36 mM) waren toegevoegd Het verschil in activiteit tussen medium В 
(zonder Rb+) en de media waaraan RbCl was toegevoegd, gaf de Na + -K + -ATPase-
activiteit. 
ATPase-systeem uit de rattelever op dezelfde wijze te activeren als 
K+'ionen. 
Tabel III 
Invloed van verschillende monovalente kationen op de ATPase-
activiteit van ratteleverhomogenaat in aanwezigheid van 63 mM Na + , 
na behandeling met ureum 
Toegevoegd kation 
(5 mM van het chloride) 
K+ 
Rb+ 
N H 4 + 
C s + 
Li+ 
Na+ 
Kation-geactiveerde ATPase-activiteit *) 
(molen A T P gehydrolyseerd per kg droog 







*) De ATPase-activiteit werd gemeten in medium B, waaraan de verschillende 
kationen als chloride waren toegevoegd tot een concentratie van 5 mM Het verschil 
in activiteit tussen medium В (zonder K + ) en de media waaraan de verschillende 
kationen waren toegevoegd, gaf de kation-geactiveerde ATPase-activiteit. 
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Een vergelijkend overzicht van de invloed van de verschillende mono­
valente kationen op de ATPase-activiteit wordt gegeven in tabel III 
De kationen werden als chloride toegevoegd aan medium В tot een 
concentratie van 5 mM. De Na+-concentratie was steeds 63 mM. 
Rb + blijkt K+ redelijk goed te vervangen, terwijl ook N H 4 + een 
duidelijke activering geeft. Er is een afnemende activering van het 
Na+-K+-ATPase-systeem te zien in deze volgorde K+ > Rb + > 
NH4+ > Cs+ > Li+ > Na+. 
III 5. De invloed van Mg2+~ionen op de activiteit 
De invloed van de Mg2 +-concentratie op de ATPase-activiteit werd 
nagegaan door toenemende hoeveelheden МдСІ2 toe te voegen aan 
de media A en E (fig.4). De ATP-concentratie werd constant ge-
ATPaae acbvif-ett" 
(mol -ATP^ehydrolyseerd 
/kj - drooyjfewicht uur) 
035 
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Fig 4 Invloed van de Mg2 +-concentratie op de Mg-^-ATPase-activiteit (o o) 
en de Na+-K+-ATPase-activiteit ( · · ) van ratteleverhomogenaat na behan­
deling met ureum De enzymactiviteiten werden gemeten m de media A en E (bevat­
tende 2 mM A T P ) , waann de Mg2 +-concentratie vaneerde van 0 tot 6 mM Het 
verschil in activiteit tussen de media A en E gaf de Na+-K+-ATPase-activiteit, de 
activiteit in medium E gaf de Mg^-ATPase-activiteit 
houden op 2 mM. Wanneer geen Mg2 +-ionen worden toegevoegd, 
is de Na+-K+-ATPase-activiteit practisch gelijk 0, terwijl de niet door 
N a + + K+ geactiveerde Mg2 +-ATPase-activiteit dan ongeveer 40% 
van haar maximale waarde bereikt. De Na+-K+-ATPase-activiteit is 
32 
maximaal bij 2 mM Mg2 + , d.w.z. bij een Mg2+/ATP-verhouding 
van 1. Dit is ook het geval in een aantal andere weefsels, b.v. de zout-
klier van de zilvermeeuw (Bonting c.s., 1964b), de rectale klier van 
de doornhaai (Bonting, 1966) en de hartspier van de cavia (Fortius en 
Repke, 1967). In onze standaard-incubatiemedia werd 1 mM Mg 2 + 
gebruikt, zodat de gevonden activiteiten 8 1 % van de maximaal bereik-
bare waarden uitmaken (fig. 4) . Omdat onze onderzoekingen in wezen 
van vergelijkende aard waren, vonden wij in deze afwijking geen aan-
leiding om tijdens de loop van het onderzoek de standaard-incubatie-
media te wijzigen. 
III. 6. De invloed van de pH op de activiteit 
De pH-afhankelijkheid van de ATPase-activiteit werd bepaald door 
de activiteiten in de media A en E te meten bij verschillende pH-
waarden. Voor de Mg2+-ATPase-activiteit werden bij deze bepaling 
na de behandeling met ureum onbevredigende, zeer variërende resul-
taten verkregen. De invloed van de pH op de Mg2+-ATPase-activiteit 
werd daarom bepaald zonder vóórbehandeling met ureum. 
Na*- k f - ATPase activiteit 
(mol ATP jehydrolyseerd 
/ k j · drooyjewicht uur ) 
M ^ 2 * - A T P a s e activiteit 
(mol ATPj-ehydrolyeeerd 
/ k y drooyjewicht uur Ì 
0.5 -, 
0,4 
0 , 3 -
0,2 
0,1 
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Fig. 5. Invloed van de pH op de Mg--2'"-ATPase-activiteit (о о) en de N a + -
K+-ATPase-activiteit ( · · ) van ratteleverhomogenaat. De Na + -K + -ATPase-
activiteit werd bepaald na behandeling met ureum. De enzymactiviteiten werden 
gemeten in de media A en E bij pH-waarden die varieerden van 6,2 tot 9,4. In het 
pH-gebied van 6,2 tot 7,4 werden de media bereid met Tris-histidine buffers, weer­
gegeven door resp. D D en • • , en m het pH-gebied van 7,4 tot 9,4 met 
Tris-HCl buffers, weergegeven door resp. o o en · · . Bij het uitzetten 
van de grafiek zijn de pH-waarden gebruikt, die gemeten werden na menging van 
elk medium met enzymsuspensie. Het verschil in activiteit tussen de media A en E 
gaf de Na+-K+-ATPase-activiteit; de activiteit in medium E gaf de Mg 2 + -ATPase-
activiteit. 
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Zoals uit fig. 5 blijkt, is de optimale pH voor de Mg2 +-ATPase-
activiteit 8,7, voor de Na+~K+-ATPase~activiteit 7,3. Deze waarden 
vertonen een goede overeenkomst met de optima voor beide enzymen, 
zoals die in andere weefsels gevonden zijn, b.v. voor de ooglens van 
het konijn pH 7,3 voor de Na+-K+-ATPase-activiteit en pH 8,4 voor 
de Mg2+-ATPase-activiteit (Bonting c.s., 1963) en voor de zoutklier 
van de zilvermeeuw pH 7,2 voor de Na+~K+~ATPase-activiteit en 
pH 8,7 voor de Mg2+-ATPase-activiteit (Bonting c.s., 1964b). Ahmed 
en Judah (1964) vonden voor de door hen uit rattelevermicrosomen 
geïsoleerde lipoproteinen-fractie maximale Na+-K+-ATPase-activiteit 
bij pH = 7,2-7,4. Deze auteurs konden geen duidelijke invloed van de 
pH op de Mg2+-ATPase-activiteit in hun preparaat vaststellen. Wel-
licht heeft de door hen gebruikte methode van homogeniseren in aan-
wezigheid van desoxycholaat een zelfde invloed op de pH-afhankelijk-
heid van de Mg2+-ATPase-activiteit als de door ons toegepaste vóór-
behandeling met ureum. Emmelot en Bos (1966) vermeldden voor 
plasmamembranen van de rattelever maximale Mg2+-ATPase-activiteit 
bij pH = ca. 8,5. 
In onze eerste experimenten, waarin de gelyophiliseerde homo-
genaten nog niet met ureum vóórbehandeld werden, werd maximale 
Na+-K+-ATPase-activiteit geconstateerd bij pH = 7,3-7,4, dus zeer 
dicht bij de waarde van 7,3, die door ons gevonden werd na behande-
ling met ureum. 
Ook in de door ons volgens de methode van Emmelot c.s. (1964) 
geïsoleerde plasmamembranen was de activiteit van het Na+-K+-
ATPase-systeem maximaal bij pH = 7,3-7,4. 
III. 7. Substraatspecificiteit 
De activiteit van het ATPase-systeem in aanwezigheid van verschil-
lende nucleotiden als substraat werd bepaald door elk van deze nucleo-
tiden toe te voegen in plaats van A T P aan de media A en E tot een 
concentratie van 2 mM. Het resultaat is weergegeven in tabel IV. 
Het is duidelijk, dat ATP een specifiek substraat is voor het Na+-
K+-ATPase-systeem. Het enzymsysteem vertoont weinig of geen 
activiteit met de andere nucleosidetriphosphaten of met ADP en AMP 
als substraat. Voor het Na+-K+-ATPase-systeem uit de hartspieren 
van kalf (Matsui en Schwartz, 1966) en cavia (Portius en Repke, 
1967) werd vrijwel dezelfde substraatspecificiteit vastgesteld. 
In onze experimenten gaven daarentegen alle onderzochte nucleo-
tiden met het Mg2+-phosphatase aanmerkelijke activiteit te zien. Daar 
men echter in aanmerking moet nemen, dat in het laatste geval alle 
deeltjes-gebonden, Mg2+-afhankelijke, neutrale phosphatase-activiteit 
gemeten werd, kunnen hieruit geen verantwoorde conclusies getrokken 
worden. 
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Tabel I V 
Phosphatase-activiteit van ratteleverhomogenaat met verschillende 
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(molen substraat gehydrolyseerd per kg droog gewicht 
per uur, bij 37°) 


















*) De phosphatase-activiteit werd gemeten m de media A en E, waann de ver­
schillende nudeotiden aanwezig waren in een concentratie van 2 mM. Het verschil 
in activiteit tussen de media A en E gaf de ( N a + + K+)-geactiveerde phosphatase-
activiteit; de activiteit in medium E gaf de ( N a + + K+)-onafhankelijke phosphatase-
activiteit. 
III. 8. De invloed ran de temperatuur op de activiteit 
De invloed van de incubatietemperatuur op de activiteiten van M g 2 + -
ATPase en Na + -K + -ATPase wordt weergegeven in fig. 6. De 
Na*-К*-ЛТРабе activiteit — (mol ATPjehydrolyaeerd 
/ k y drooyjewicht.uur) 
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0 3 -
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Fig. 6. Invloed van de incubatietemperatuur op de Mg2+-ATPase-activiteit (o o) 
en de Na+-K+-ATPase-activiteit ( · · ) van ratteleverhomogenaat. De Na"·"-
K+-ATPase-activiteit werd bepaald na behandeling met ureum. De enzymactiviteiten 
werden gemeten in de media A en E bij temperaturen die vaneerden van 25° tot 
60°. Het verschil in activiteit tussen de media A en E gaf de Na+-K+-ATPase-activi-
teit, de activiteit in medium E gaf de Mg2+-ATPase-activiteit. 
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ATPase-activiteit werd gemeten in de media A en E. Beide enzym­
systemen vertonen maximale activiteit bij 45°. Overeenkomstige opti­
male temperaturen werden door Schoner c.s. (1967) in runderhersenen 
en door Portius en Repke (1967) in de celmembranen van de cavia-
hartspier gevonden, In ratteleverplasmamembranen vonden Emmelot 
en Bos (1968) voor Na + -K + -ATPase maximale activiteit bij 50°. 
voor Mg2+-ATPase bij 35°. Voor het Na+-K+-ATPase-systeem komt 
dit resultaat goed overeen met onze waarnemingen. De resultaten voor 
Mg 2 + -ATPase vertonen minder overeenstemming. Een belangrijk punt 
van verschil is echter, dat wij in onze onderzoekingen alle in het homo-
genaat aanwezige Mg2 +-ATPase-activiteit hebben bepaald, terwijl 
Emmelot en Bos daarentegen alleen de Mg2 +-ATPase-activiteit in de 
plasmamembranen hebben gemeten. 
III. 9. De invloed van remmers van het actief transport op 
de activiteit 
Fig. 7 toont de remming van de Na+-K+-ATPase-activiteit door 
het hartglycoside ouabaine. Bij verhoging van de ouabaine-concentratie 
percentaye remmimf 
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Fig. 7. Invloed van ouabaine ( · -
10 ö 6 4 2 0 
-loy [remmer^l 
· ) en erythrophleme (o o) op de Na+-
K+-ATPase-activiteit van ratteleverhomogenaat na behandeling met ureum De 
enzymactiviteit werd gemeten ш medium A, waaraan toenemende hoeveelheden oua­
baine of erythrophleme (concentratie 10~8-10- 2 M) waren toegevoegd, en in medium 
B. Het verschil in activiteit tussen medium В en de media waaraan de remmer was 
toegevoegd, gaf de Na+-K+-ATPase'activiteit Het percentage remming van de 
Na+-K+-ATPase-activiteit werd berekend door het verschil m activiteit tussen de 
media A (zonder remmer) en В gelijk 100 te stellen piso is de negatieve logarithme 
van de concentratie aan remmer (in molen/l), die half-maximale remming veroorzaakt. 
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in het volledige incubatiemedium (bevattende 5 mM K+) van Ι Ο - 8 M 
tot I O - 2 M treedt een toenemende remming van de enzymactiviteit 
op. Bij 10 - 2 M ouabaine is de remming volledig. De negatieve loga­
rithme van de concentratie nodig voor half-maximale remming (piso) 
bedraagt 3,9. Dit is aanmerkelijk lager dan in verschillende weefsels 
van andere diersoorten (Bonting c.s., 1962). Hieruit blijkt weer de 
geringe gevoeligheid van de rat voor ouabaine, zoals o.a. door Repke 
c.s. (1965) aangetoond werd in een onderzoek naar de invloed van 
digitalis-glycosiden op de hartspier van de rat. 
In onze eerste experimenten, waarin de vóórbehandeling met ureum 
nog niet werd toegepast, vonden wij een overeenkomstige ouabaine-
remmingscurve en een zelfde waarde voor de РІ50: 3,9. Uit enkele 
experimenten verricht met plasmamembranen konden wij een remmings­
curve voor ouabaine opstellen, waaruit een pI5o = 3,3 afgelezen kon 
worden. 
Omdat uit onderzoekingen van Bonting c.s. (1964a) gebleken was, 
dat de Erythrophleum alkaloïden een zelfde werking op het Na+-K+-
ATPase-systeem (en op het actief transport in het algemeen) uit-
oefenen als de hartglycosiden, werd het effect van erythrophleïne op 
de Na+-K+-ATPase-activiteit van de rattelever vergeleken met dat 
van ouabaine (fig. 7). Mg2 +-ATPase wordt door geen van beide 
stoffen geremd. Bij een concentratie van ΙΟ - 4 M remt ouabaine de 
Na+-K+-ATPase-activiteit voor 48% (piso = 3,9), erythrophleïne 
voor 90% (piso ' = 5,1). Erythrophleïne is dus als remmer van het 
Na+-K+-ATPase-systeem werkzamer dan ouabaine; dit is overigens 
ook voor andere weefsels vastgesteld. In alle onderzochte weefsels 
verschilden de рІ50 voor ouabaine en die voor erythrophleïne in onge-
veer dezelfde mate: voor konijnehersenen bedroeg het verschil 0,6 
(Bonting c.s., 1964a); voor de plexus chorioïdeus van de kat 1,1 (Vates 
c.s., 1964); voor de paddeblaas 1,3 (Bonting en Canady, 1964); voor 
de rattelever 1,2. 
III. 10. Discussie en conclusies 
De gegevens uit de tabellen II t/m IV en de figuren 1 t/m 7 tonen 
aan, dat in de rattelever een Na+-K+-ATPase-activiteit aanwezig is, 
die in eigenschappen overeenkomt met het voor het eerst door Skou 
(1957) beschreven, door Na+ - + K+-ionen tezamen geactiveerde, 
Mg2+-afhankelijke ATPase-systeem uit de krabbezenuw. Dit enzym-
systeem, dat door het hartglycoside ouabaine geremd wordt, moet, 
zoals uit vele onderzoekingen is gebleken, nauw verbonden of zelfs 
identiek zijn met het hartglycosiden-gevoelige actieve kationentrans-
portsysteem. Bonting en medewerkers (1962) konden in een syste-
matisch onderzoek naar de aanwezigheid van het enzymsysteem in alle 
weefsels waarvan bekend was, dat zij een hartglycosiden-gevoelig 
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kationentransport bezaten, deze aanwezigheid bevestigen in alle 21 on-
derzochte weefsels van 10 verschillende diersoorten. 
Wij mogen dus verwachten, dat het door ons beschreven 
(Na+ + K+)-geactiveerde ATPase-systeem betrokken zal zijn bij het 
actief kationentransport in de rattelever. In hoofdstuk VIII volgen 
enige beschouwingen over de mogelijke functie van dit kationentrans-
port in de rattelever. 
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HOOFDSTUK IV 
EIGENSCHAPPEN V A N EEN K+-GEACTIVEERD 
P H O S P H A T A S E IN DE RATTELEVER 
IV. 1. Inleiding 
Nadat Skou in 1957 voor de eerste maal een (Na+ + K+)-geacti-
veerd ATPase-systeem had beschreven en door vele onderzoekers een 
relatie was vastgesteld tussen deze Na+-K+-ATPase-activiteit en het 
actief transport van Na+ - en K+-ionen in vele dierlijke weefsels, is men 
eveneens aandacht gaan besteden aan het mechanisme van dit enzy-
matische proces. Reeds in 1960 stelde Skou een hypothese op, volgens 
welke een gephosphoryleerd eiwit als tussenproduct gevormd zou 
worden. Hij kwam tot deze gevolgtrekking na een vergelijkend onder-
zoek naar de invloed van Na + en K+ op resp. het Na+-K+-ATPase-
systeem en een ADP-ATP-transphosphorylase reactie, beide gelocali-
seerd in de microsomenfractie van de krabbezenuw. 
De hypothese van Skou werd door andere onderzoekers overge-
nomen (Judah es. , 1962; Post en Rosenthal, 1962; Albers es. , 1963). 
In het algemeen wordt thans aangenomen, dat de door Na + + K+ 
geactiveerde Mg2+-afhankelijke hydrolyse van A T P in twee stappen 
plaats vindt, nl. eerst een reversibele Na+-afhankelijke vorming van 
een gephosphoryleerd tussenproduct ( E ~ P ) , gevolgd door een prac-
tisch irreversibele K+-afhankelijke dephosphorylering van het inter-
mediair. 
Na+ 
E + A T P ^ ^ E ~ P + ADP (1) 
E ~ P — > E + Pi (2) 
Reactie (2) kan door ouabaine geremd worden. Het gephosphory-
leerde tussenproduct is waarschijnlijk een phosphoproteine (Judah os., 
1962; Rose, 1963). De hydrolyse van het gephosphoryleerde eiwit 
geschiedt via een phosphatase-reactie. Als substraat voor een 
phosphoproteine-phosphatase kan ook p-nitrophenylphosphaat gebruikt 
worden (Hofman, 1958). De aanwezigheid van een K+-geactiveerd 
p-nitrophenylphosphatase (pNPPase) werd aangetoond in verschei-
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dene enzympreparaten met Na+-K+-ATPase-activiteit, b.v. in de mem-
branen van menselijke erythrocyten (Judah c.s., 1962), in een lipo-
proteinen-fractie geïsoleerd uit rattehersenmicrosomen (Ahmed en 
Judah, 1964), in de microsomenfractie van het electrisch orgaan van de 
Electrophorus (Albers en Koval, 1966), in de microsomenfractie van 
konijnehersenen (Fujita c.s., 1966) en in hersenen en nieren van de 
cavia (Nagai c.s., 1966). Daar bovendien de eigenschappen van beide 
enzymactiviteiten op belangrijke punten met elkaar overeenkomen 
(Albers en Koval. 1966; Fujita c.s., 1966; Nagai c.s., 1966), geeft deze 
correlatie verdere steun aan de hypothese, dat het K+-geactiveerde p-
nitrophenylphosphatase-systeem beschouwd kan worden als model-
reactie voor de dephosphoryleringsstap van de Na+-K+-ATPase 
reactie. 
Ook in de rattelever is K+-geactiveerde pNPPase-activiteit gevonden 
(Ahmed en Judah, 1964). Deze bleek gelocaliseerd te zijn in de plasma-
membranen (Emmelot en Bos, 1966). 
In de volgende paragrafen van dit hoofdstuk zullen wij enige eigen-
schappen van het K+-geactiveerde pNPPase-systeem uit de plasma-
membranen van de rattelever beschrijven. 
IV. 2. Bepaling van de enzymactiviteit 
De bepaling van de pNPPase-activiteit geschiedde volgens de enigs-
zins gewijzigde methode van Nagai c.s. (1966) (II. 4 ) . De hoeveelheid 
p-nitrophenol gevormd door enzymatische hydrolyse van p-nitrophenyl-
phosphaat is een maat voor de activiteit van het enzympreparaat. Het 
verschil in activiteit tussen de incubatiemedia A (10 mM K+) en В 
(zonder K+) levert de activiteit van het K+-geactiveerde pNPPase-
systeem. In tabel V worden de activiteiten van het K+-geactiveerde en 
Tabel V 
p-Nitrophenylphosphatase-activiteit van ratteleverplasmamembranen 
K+-geactiveerde pNPPase *) 
K+-onafhankelijke pNPPase " ) 
Activiteit 
(μπιοΐεη p N P P gehydrolyseerd 
per mg eiwit per uur, bij 37°) 
2.10 ± 0,15 ( n = 1 7 ) 
2,24 ± 0,17 ( n = 1 7 ) 
(Plasmamembranen bevatten 15,9% ± 0,4% eiwit (n = 3 ) ) . 
*) Het verschil in activiteit tussen de media A ( 1 0 m M K + ) en В (zonder K + ) 
gaf de K+-geactiveerde pNPPase-activiteit. 
**) De activiteit in medium В gaf de K+-onafhankelijke pNPPase-activiteit. 
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van het K+-onafhankelijke enzymsysteem m de plasmamembranen 
van de rattelever weergegeven. Toevoeging van 10 mM K+ doet de 
activiteit van het pNPPase-systeem met 94% toenemen t.o.v. het K+-
vnje medium Het is niet zinvol de door ons gevonden activiteit te ver­
gelijken met de waarden verkregen door Emmelot en Bos (1966). Deze 
laatste auteurs hebben de pNPPase-activiteit gemeten bij twee pH-
waarden, nl, 7,2 en 8,9, terwijl wij onze metingen hebben uitgevoerd 
bij pH 7,8. Bij deze laatste pH vertoont het K+-geactiveerde pNPPase-
systeem zijn maximale activiteit (IV. 5). 
Voor het Na+-K+-ATPase-systeem werd in plasmamembranen een 
activiteit gevonden van 6,9 ( ± 0,6) μηιοί A T P gehydrolyseerd per mg 
eiwit per uur (III. 2), terwijl de activiteit van het K+-geactiveerde 
pNPPase-systeem 2,10 ( ± 0,15) bedroeg (in μηιοΐεη p N P P gehydro­
lyseerd per mg eiwit per uur). Gesteld kan dus worden, dat beide 
enzymactiviteiten ongeveer in dezelfde grootte-orde liggen. 
IV 3. De invloed van monovalente kationen op de activiteit 
Fig. 8 toont de toename van de pNPPase-activiteit in medium В bij 
toevoeging van stijgende hoeveelheden KCl. Maximale activiteit wordt 
bereikt bij 5-10 mM K+. De concentratie nodig voor half-maximale 
yumol pNPP gehydrolyseerd / т у eiwit uur 
-τ 1 1 1 1 1 Γ-
0 10 20 30 
[К*] (mmol /I) 
Fig 3. Invloed van de K+-concentratie op de K+-geactiveerde p-mtrophenylphos-
phatase-activiteit van ratteleverplasmamembranen De enzymactiviteit werd gemeten 
m medium В waaraan toenemende hoeveelheden KCl (concentratie 0-30 mM) waren 
toegevoegd Het verschil in activiteit tussen medium В (zonder K + ) en de media 
waaraan KCl was toegevoegd, gaf de K+-geactiveerde pNPPase-activiteit 
activering bedraagt 1,8 mM K+. Voor het Na+-K+-ATPase-systeem 
uit de rattelever werd maximale activering gevonden bij 5 mM K+, 
terwijl de K+-concentratie voor half-maximale activering 0,9 mM be-
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draagt (III. 4) . De Na+-K+-ATPase-activiteit is dus iets gevoeliger 
voor K+ dan de pNPPase-activiteit. 
In andere dierlijke weefsels werden over het algemeen enigszins 
hogere waarden gevonden voor de K+-concentraties nodig voor maxi­
male, resp. half-maximale activering van het pNPPase-systeem. Voor 
konijnehersenmicrosomen zijn deze waarden resp. 20 mM en 3,2 mM 
K+ (Fujita es., 1966). Voor caviahersenmicrosomen is dit resp. 30 mM 
en 3,4 mM K+ (Nagai c.s., 1966). Albers en Koval (1966) namen voor 
de microsomenfractie van het electrisch orgaan van de Electrophorus 
maximale activering waar bij 3,5 mM K+. Voor het darmepitheel van 
de duif werden voor resp. de maximale en half-maximale activerings­
concentratie waarden gevonden van resp. 10-15 mM en 0,8 mM K+ 
(Boydc.s., 1968). 
Het K+-geactiveerde pNPPase-systeem wordt geremd door Na + . 
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Fig. 9. Invloed van de Na+-concentratie op de K+-geactiveerde p-nitrophenylphos-
phatase-activiteit van ratteleverplasmamembranen. De enzymactiviteit werd gemeten 
in de media A ( 1 0 m M K + ) en В (zonder K + ) , waaraan toenemende hoeveelheden 
NaCl (concentratie 0-100 mM) waren toegevoegd. Het verschil in activiteit tussen de 
media A en В gaf de K+-geactiveerde pNPPase-activiteit. Het percentage remming 
van de K+-geactiveerde enzymactiviteit werd berekend door het verschil in activiteit 
tussen de media A en В zonder NaCl gelijk 100 te stellen. 
stijgende Na+-concentratie. Het Tris-zout van p-nitrophenylphosphaat 
werd als substraat gebruikt bij deze bepaling. De K+-concentratie werd 
constant gehouden op 10 mM. Bij 100 mM N a + is het K+-geactiveerde 
pNPPase-systeem voor 92% geremd, terwijl half-maximale remming 
bereikt wordt bij 27 mM Na + . De K+-onafhankelijke pNPPase-activi­
teit wordt niet geremd door Na+-ionen. De werking die Na+-ionen 
uitoefenen op de K+-geactiveerde pNPPase-activiteit, is blijkbaar 
tegengesteld aan de activering door deze ionen van het Na + -K + -
ATPase-systeem. 
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Ook in andere dierlijke weefsels werd remming van de K+-geacti-
veerde pNPPase-activiteit door Na+-ionen waargenomen. Nagai c.s. 
(1966) vonden voor caviahersenmicrosomen in aanwezigheid van 
50 mM N a + 47% remming van de K+-geactiveerde enzymactiviteit. 
Fujita e s (1966) namen voor konijnehersenmicrosomen in aanwezig­
heid van 200 mM N a + 95% remming waar, half-maximale remming 
vindt plaats bij 32 m M Na + . De microsomenfractie van het electnsch 
orgaan van de Electrophorus levert, zoals ook bij de K+-activenng het 
geval is, een enigszins afwijkend resultaat. 50% remming bij 3,5 mM 
N a + (Albers en Koval, 1966). Voor het darmepitheel van de duif werd 
een half-maximale remming gevonden bij 30 mM N a + (Boyd c.s., 
1968). 
Daar wij bij de bestudering van de eigenschappen van het Na + -K + -
ATPase-systeem uit de rattelever geconstateerd hadden, dat Rb + het 
enzymsysteem op een zelfde wijze activeerde als K+, hebben wij ook 
voor pNPPase de invloed van toenemende concentraties RbCl op de 
enzymactiviteit bepaald Fig 10 geeft de Rb+-activeringscurve weer. 
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Fig 10 Invloed van de Rb+-concentratie op de p-nitrophenylphosphatase-activiteit 
van ratteleverplasmamembranen De enzymactiviteit werd gemeten in medium В, 
waaraan toenemende hoeveelheden RbCl (concentratie 0-30 mM) waren toegevoegd 
Het verschil in activiteit tussen medium В (zonder Rb + ) en de media waaraan RbCl 
was toegevoegd, gaf de Rb+-geactiveerde pNPPase-activiteit. 
Maximale enzymactiviteit wordt bereikt bij ca. 20 mM Rb+. Half-
maximale activering vindt plaats bij 1 5 mM Rb+. Hoewel voor maxi­
male enzymactiviteit een iets hogere Rb+-concentratie nodig schijnt te 
zijn, blijkt Rb + toch K+ te kunnen vervangen, wat betreft de activering 
van pNPPase. 
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In tabel VI wordt de toename van de pNPPase-activiteit in aan­
wezigheid van verschillende monovalente kationen (10 mM) weerge­
geven Rb + blijkt K+ goed te kunnen vervangen Het enzymsysteem 
Tabel VI 
Invloed van verschillende monovalente kationen op de p-nitrophenyl-
phosphatase-activiteit van ratteleverplasmamembranen 
Toegevoegd kation 





C s + 
Li + 
Kation-geactiveerde pNPPase-activiteit *) 
(μmolen p N P P gehydrolyseerd 




0 1 5 
0 13 
0 03 
*) De pNPPase-activiteit werd gemeten in medium В waaraan de verschillende 
kationen als chloride waren toegevoegd tot een concentratie van 10 mM Het ver­
schil in activiteit tussen medium В (zonder K + ) en de media waaraan de verschillende 
kationen waren toegevoegd gaf de kation-geactiveerde pNPPase-activiteit 
wordt eveneens, zij het in geringe mate, door N H 4 + geactiveerd N a +
r 
Cs + en Li+ hebben weinig of geen invloed De activering van pNPPase 
neemt af in deze volgorde K+ > Rb + > N H 4 + > N a + > Cs + > Li+. 
Voor de Na+-K+-ATPase-activiteit werd een vrijwel gelijke volgorde 
gevonden. 
In andere dierlijke weefsels werd over het algemeen dezelfde 
kationenspecificiteit waargenomen, b v. in caviahersenen (Nagai os., 
1966), het electnsch orgaan van de Electrophorus (Albers en Koval, 
1966) en het darmepitheel van de duif (Boyd e s , 1968). 
IV. 4. De invloed van Mg2+-ionen op de activiteit 
De invloed van de Mg2 +-concentratie op de activiteit van het K+-
onafhankelijke en het K+-geactiveerde pNPPase werd bepaald door 
toenemende hoeveelheden M g C b toe te voegen aan resp het K+-vrije 
en het K+-bevattende incubatiemedium De K+-geactiveerde enzym-
activiteit bereikt een maximum bij 5 mM M g + (fig. 11), d w z . bij een 
Mg2 +/pNPP-verhouding van 1. Bij concentraties hoger dan 8 mM 
M g 2 + treedt remming op Indien geen Mg2 +-ionen worden toegevoegd, 
wordt geen K+-geactiveerde pNPPase-activiteit waargenomen Het 
K+-onafhankelijke pNPPase-systeem bereikt maximale activiteit bij 
10 mM M g 2 + . In afwezigheid van toegevoegde Mg2 +-ionen wordt 
nog 3 3 % van de maximale activiteit gevonden. 
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Fig 11 Invloed van de Mg2 +-concentratie op de K+-geactiveerde ( · •) en 
K+-onafhankelijke (o o) p-mtrophenylphosphatase-activiteit van ratteleverplas-
mamembranen De enzymactiviteiten werden gemeten in de media A ( lOmM K + ) en 
В (zonder K + ) , waarin de Mg2 +-concentratie varieerde van 0 tot 10 mM Het ver­
schil in activiteit tussen de media A en В gaf de K+-geactiveerde pNPPase-activiteit, 
de activiteit in medium В gaf de K+-onafhankelijke pNPPase-activiteit 
Mg 2 +-ionen blijken op de K+-geactiveerde enzymactiviteit een zelfde 
invloed uit te oefenen als op de Na+-K+-ATPase-activiteit. Ook daar 
werd maximale activiteit waargenomen bij een Mg2+/substraat-ver-
houding van 1 (III. 5). De Na+ 'K+-ATPase-activiteit is eveneens 
strikt afhankelijk van de aanwezigheid van Mg2 +-ionen (fig 4) . 
De invloed van de Mg2 +-concentratie op de activiteit van het K+-
afhankelijke pNPPase vertoont in andere dierlijke weefsels een zelfde 
beeld als in de rattelever. In caviahersenen is de activiteit maximaal 
bij 3-5 mM M g 2 + (Nagai es., 1966). Bij een concentratie hoger dan 
8 mM M g 2 + neemt de activiteit af. Fujita с s (1966) vonden in komjne-
hersenen maximale enzymactiviteit bij 8 mM Mg2+,· hogere M g 2 + -
concentraties zijn remmend. In het electnsch orgaan van de Electro-
phorus is de activiteit van het K+-afhankelijke pNPPase-systeem maxi­
maal bij 10 mM M g 2 + (Albers en Koval, 1966). In het darmepitheel 
van de duif is voor maximale activering 5 mM M g 2 + nodig (Boyd 
es., 1968). 
IV. 5 De invloed van de pH op de activiteit 
De pH-afhankehjkheid van het K+-geactiveerde pNPPase-systeem 
werd bepaald door de enzymactiviteiten in het K+-vrije en het K+-
bevattende medium te meten bij verschillende pH-waarden. In fig. 12 
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Ftg. 12 Invloed van de pH op de K+-geactiveerde p-mtrophenylphosphatase-activi-
teit van ratteleverplasmamembranen De enzymactiviteit werd gemeten in de media 
A ( 1 0 m M K + ) en В (zonder K+) Ы) pH-waarden die varieerden van 5 5 tot 9,5 In 
het pH-gebied van 5,5 tot 7,4 werden de media bereid met Tns-histidine buffers 
(Ш • ) en in het pH-gebied van 7,4 tot 9,5 met Tns-HCl buffers ( · · ) . 
Bij het uitzetten van de grafiek zijn de pH-waarden gebruikt, die gemeten werden na 
mengmg van elk medium met enzymsuspensie Het verschil in activiteit tussen de 
media A en В gaf de K+-geactiveerde pNPPase-activiteit 
kregen bij pH 7,6-7,8. Bij pH-waarden hoger dan 8,0 neemt de activi­
teit sterk af. 
De Na+-K+-ATPase-activiteit in dezelfde plasmamembranenfractie 
is maximaal bij pH 7,3-7,4 (III 6) . Het pH-optimum van het K+-
geactiveerde pNPPase-systeem ligt dus duidelijk hoger. 
Er zijn weinig exacte gegevens bekend betreffende de pH-afhanke-
lijkheid van K+-geactiveerde p-nitrophenylphosphatases in andere dier­
lijke weefsels. Nagai c.s. (1966) vonden in caviahersenen maximale 
waarden voor de enzymactiviteit bij pH 7,6-8,2. In konijnehersenen 
werd maximale activiteit geconstateerd tussen pH 7 en pH 8 (Fujita 
c.s., 1966). Bij pH-waarden hoger dan 8,5 neemt de activiteit sterk af. 
In het electnsch orgaan van de Electrophorus ligt het pH-optimum 
voor de enzymactiviteit lager, nl. bij pH 7,2 (Albers en Koval, 1966). 
IV. 6. De invloed van de temperatuur op de activiteit 
De activiteiten van K+-onafhankelijk en K+-geactiveerd pNPPase 
werden bepaald bij verschillende temperaturen tussen 25° en 60° 
(fig. 13). Voor K+-geactiveerd pNPPase werd maximale activiteit 
gevonden tussen 40° en 45°. Bij temperaturen boven 45° is de activiteit 
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Fig. 13. Invloed van de incubatietemperatuur op de K+-geactiveerde ( · · ) en 
K+-onafhankelijke (o o) p-nitrophenylphosphatase-activiteit van ratteleverplas-
mamembranen. De enzymactiviteiten werden gemeten in de media A ( lOmM K + ) 
en В (zonder K + ) bij temperaturen die varieerden van 25° tot 60°. Het verschil in 
activiteit tussen de media A en В gaf de K+-geactiveerde pNPPase-activiteit; de 
activiteit in medium В gaf de K+-onafhankelijke pNPPase-activiteit. 
sterk afgenomen. Het K+-onafhankelijke pNPPase-systeem vertoont 
maximale activiteit tussen 45° en 50°. Ook hier neemt de activiteit bij 
hogere temperaturen sterk af. 
Het temperatuur-optimum voor het Na+-K+-ATPase-systeem uit de 
rattelever (45°) (III. 8) komt goed overeen met de bovengenoemde 
waarde voor de K+-geactiveerde pNPPase-activiteit. 
Litteratuurgegevens betreffende de temperatuur-optima voor K+-
geactiveerde p-nitrophenylphosphatases in andere dierlijke weefsels 
ontbreken. 
IV. 7. De invloed van ouabaine en ecythrophleïne 
op de activiteit 
In paragraaf 1 van dit hoofdstuk werd uiteengezet, dat door vele 
onderzoekers het K+-geactiveerde p-nitrophenylphosphatase-systeem in 
verband gebracht wordt met het Na+-K+-ATPase-systeem. Ook het 
phosphatase wordt geremd door ouabaine (Judah c.s., 1962). Wij 
hebben daarom de invloed van toenemende concentraties ouabaine op 
het K+-geactiveerde pNPPase uit ratteleverplasmamembranen nage-
gaan. Fig. 14 geeft de ouabaine-remmingscurve weer. Bij 10~2 M 
ouabaine is de enzymactiviteit voor 96% geremd. De negatieve loga-
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Fig. 14. Invloed van ouabaine op de K^-geactiveerde p-mtrophenylphosphatase-
activiteit van ratteleverplasmamembranen. De enzymactiviteit werd gemeten in me-
dium A ( lOmM K + ) , waaraan toenemende hoeveelheden ouabaine (concentratie 
3 χ 1 0 - 8 — 1 0 ~ 2 M ) waren toegevoegd, en in medium В (zonder K + ) . Het verschil 
in activiteit tussen medium В en de media waaraan ouabaine was toegevoegd, gaf 
de K+-geactiveerde pNPPase-activiteit. Het percentage remming van de K+-geacti-
veerde pNPPase-activiteit werd berekend door het verschil in activiteit tussen de 
media A (zonder ouabaine) en В gelijk 100 te stellen, piso is de negatieve logarithme 
van de ouabameconcentratie (in molen/l) die half-maximale remming veroorzaakt. 
rithme van de half-maximale remmingsconcentratie (piso) is 3,0. 
De hier geconstateerde remming van de K+-geactiveerde pNPPase-
activiteit is vrijwel identiek met die van de Na+-K+-ATPase-activiteit 
uit ratteleverplasmamembranen (III. 9) . In het laatste geval bedraagt 
de piso 3,3. 
Judah c.s. (1962) namen bij 10~5 M ouabaine 50% remming van 
K+-geactiveerd pNPPase uit de membranen van menselijke erythro-
cyten waar. Voor het enzymsysteem uit konijnehersenen werd een 
pljo gevonden van 4,5 (Fujita c.s., 1966). Bij ΙΟ - 3 M ouabaine is de 
enzymactiviteit voor ca. 90% geremd. Bij het electrisch orgaan van de 
Electrophorus bedraagt de рідо voor het K+-geactiveerde phosphatase 
4,3 (Albers en Koval, 1966). Formby en Clausen (1968) vonden voor 
een enzympreparaat uit rattehersenen een pI5o van 4,0. Bij Ι Ο - 3 M 
ouabaine is de enzymactiviteit voor 92% geremd. 
Uit deze gegevens komt weer de geringe gevoeligheid van de rat 
voor ouabaine naar voren. Het K+-geactiveerde pNPPase-systeem uit 
weefsels van de rat is blijkbaar, evenals de Na+-K+-ATPase-activiteit 
(III. 9), minder gevoelig voor ouabaine dan het overeenkomstige enzym­
systeem in andere diersoorten. 
Zoals ook bij het Na+-K+-ATPase-systeem uit de rattelever het 
geval is (III. 9), remt erythrophleïne eveneens het K+-geactiveerde 
pNPPase. 10~4 M erythrophleïne geeft 67% remming. Ouabaine remt 
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in dezelfde concentratie 15% (fig. 14). Erythrophleine is dus als 
remmer effectiever dan ouabaine. Dit werd ook voor de Na + -K + -
ATPase-activiteit vastgesteld (III. 9). 
IV. 8. Remming door ATP 
Zoals in de inleiding tot dit hoofdstuk werd uiteengezet, wordt de 
K+-geactiveerde hydrolyse van p-nitrophenylphosphaat door velen als 
een modelreactie beschouwd voor de tweede stap van de Na + -K + -
ATPase-reactie, nl de K+-geactiveerde hydrolyse van een gephospho-
ryleerd eiwit ( E ~ P ) . Men kan zich afvragen, welke invloed A T P 
uitoefent op de activiteit van het K+-geactiveerde phosphatase. 
Verscheidene auteurs (Nagai c.s., 1966; Bader en Sen, 1966; Israel 
en Titus, 1967; Sachs es., 1967, en Formby en Clausen, 1968) hebben 
een competitieve remming van K+-geactiveerde phosphatases door A T P 
beschreven. In tegenstelling hiermee constateerden Fujita c.s. (1966), 
dat het K+-gestimuleerde pNPPase uit de microsomenfractie van 
konijnehersenen door A T P noncompetitief werd geremd. Het K+-
geactiveerde enzymsysteem uit de menselijke erythrocytenmembraan 
vertoont geen duidelijke competitieve remming door ATP, 0,25 mM 
A T P verhoogt niet alleen de K
m
, maar ook de V
m a i (Rega c.s., 1968). 
Tabel VII 
Invloed van de ATP-concentratie op de p-nitrophenylphosphatase 
activiteit van ratteleverplasmamembranen 
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*) De pNPPase-activiteit werd gemeten m de media A ( lOmM K + ) en В (zonder 
K + ) , waarin de ATP-concentratie varieerde van 0 tot 1,0 mM. Het verschil in acti­
viteit tussen de media A en В gaf de K+-geactiveerde pNPPase-activiteit, de activiteit 
in medium В gaf de K+-onafhankelijke pNPPase-activiteit Het percentage remming 
van de K+-geactiveerde enzymactiviteit werd berekend door het verschil in activiteit 
tussen de media A en В zonder A T P gelijk 100 te stellen, het percentage remming 
van de K+-onafhankelijke enzymactiviteit werd berekend door de activiteit in medium 
В zonder A T P gelijk 100 te stellen 
Wij hebben nagegaan, of ook het K+-geactiveerde pNPPase-systeem 
uit de plasmamembranen van de rattelever door A T P wordt geremd. 
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Uit tabel VII blijkt, dat reeds bij lage ATP-concentraties een duidelijke 
remming van het K+-geactiveerde phosphatase optreedt. Bij 1 mM 
A T P bedraagt de remming 54%. Ook de K+-onafhankelijke enzym-
activiteit wordt door A T P geremd, echter eerst door hogere concen-
traties van het nucleotide. Bij 1 mM A T P werd 3 1 % remming 
waargenomen. A T P blijkt dus niet een specifieke remmer van het 
K+-geactiveerde pNPPase te zijn. 
Uit een aantal experimenten waarin de activiteit van het enzym-
systeem bepaald werd bij verschillende substraatconcentraties, al of 
niet in aanwezigheid van 0,05 mM ATP, werd geen duidelijk antwoord 
verkregen op de vraag, of de remming door A T P van competitieve of 
noncompetitieve aard is. In het (l/v, 1/[S] )-diagram volgens Line-
weaver en Burk werden, voor de experimenten in aanwezigheid van 
ATP, geen rechte lijnen verkregen. Uit deze experimenten kunnen der-
halve evenmin conclusies getrokken worden omtrent het verband 
tussen het Na+-K+-ATPase-systeem en het K+-geactiveerde pNPPase-
systeem als uit de gegevens verwerkt in tabel VII. Overigens vormt 
remming, zelfs competitief, van een K+-geactiveerd phosphatase door 
A T P op zich geen voldoende bewijs voor identiteit van Na+-K+-
ATPase-activiteit en K+-geactiveerde phosphatase-activiteit. Zo komen 
Israel en Titus (1967), ofschoon zij een competitieve remming van een 
K+-geactiveerd phosphatase door A T P beschrijven, toch op grond 
van hun verdere experimentele gegevens tot de conclusie, dat de K+-
afhankelijke hydrolyse van een gephosphoryleerd tussenproduct (de 
hypothetische tweede stap van de Na+-K+-ATPase-reactie) en de 
werking van het K+-geactiveerde phosphatase op verschillende enzy-
matische activiteiten berusten. Ook Albers en Koval (1966), die even-
eens een remming van een K+-geactiveerd phosphatase door A T P 
waarnamen, komen tot deze conclusie. Uitgaande van de door hen 
gevonden noncompetitieve remming van het K+-geactiveerde p-nitro-
phenylphosphatase door ATP, komen Fujita c.s. (1966) tot een zelfde 
uitspraak. Eerst na vergelijking van nog andere eigenschappen van 
beide enzymactiviteiten, zoals de invloed van verschillende remmers en 
activatoren, is men in staat tot meer gefundeerde conclusies te komen 
met betrekking tot het verband tussen het Na+-K+-ATPase-systeem 
en het K+-geactiveerde phosphatase-systeem. 
IV. 9. Discussie en conclusies 
Uit de door ons in de voorgaande paragrafen beschreven experi-
menten blijkt, dat in de plasmamembranen van de rattelever K+-ge-
activeerde p-nitrophenylphosphatase-activiteit aanwezig is. Het enzym-
systeem kan, behalve door K+, ook door andere monovalente kationen 
(met name Rb+ en NHLj"1") geactiveerd worden. Na+-ionen oefenen 
daarentegen een remmende werking uit. De enzymactiviteit is afhanke-
lijk van de aanwezigheid van Mg 2 + . Ouabaine en erythrophleïne, beide 
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specifieke remmers van het Na+-K+-ATPase-systeem, remmen ook 
het K+-geactiveerde pNPPase-systeem. 
Een enzymsysteem met vrijwel dezelfde eigenschappen is aangetoond 
in de menselijke erythrocytenmembraan (Judah c.s., 1962), in ratte-
hersenen (Ahmed en Judah, 1964; Formby en Clausen, 1968), in het 
electrisch orgaan van de Electrophorus (Albers en Koval, 1966), in de 
microsomenfracties van caviahersenen (Nagai c.s., 1966) en van 
konijnehersenen (Fujita c.s., 1966) en in het darmepitheel van de duif 
(Boyd c.s., 1968). In deze gevallen werd de invloed van erythrophleïne 
niet bestudeerd. 
Verschillende eigenschappen van het door ons beschreven K+-ge~ 
activeerde pNPPase-systeem vertonen overeenkomst met die van het 
Na+-K+-ATPase-systeem in de rattelever. Beide enzymatische activi-
teiten zijn gelocaliseerd in de plasmamembranen van de rattelever; zij 
zijn van vrijwel dezelfde grootte-orde. Beide worden door K+ geacti-
veerd; Rb+ en NH4+ kunnen K+ hierbij tot op zekere hoogte vervangen. 
Mg2+-ionen zijn noodzakelijk voor de activiteit van beide enzym-
systemen. Zowel Na+-K+-ATPase als K+-geactiveerd pNPPase wor-
den in ongeveer dezelfde mate door ouabaine geremd; erythrophleïne 
geeft eveneens remming, die in beide gevallen groter is dan de door 
ouabaine veroorzaakte. Beide enzymsystemen vertonen bij vrijwel 
dezelfde temperatuur (40-45°) hun maximale activiteit. Deze overeen-
komst in eigenschappen doet een nauw verband vermoeden tussen het 
Na+-K+-ATPase-systeem en het K+-geactiveerde pNPPase. 
Er bestaan echter ook verschillen tussen beide enzymactiviteiten. De 
concentraties van K+ (of Rb+) nodig voor maximale activiteit zijn voor 
het K+-geactiveerde phosphatase duidelijk hoger dan voor het Na+-K+-
ATPase-systeem. Laatstgenoemde enzymactiviteit is gevoeliger voor 
deze kationen. Ook de pH-optima van beide enzymsystemen zijn ver-
schillend: pH 7.3 voor Na+-K+-ATPase, pH 7,6-7,8 voor het K+-
geactiveerde pNPPase. Het belangrijkste punt van verschil is evenwel 
het feit, dat Na + het K+-geactiveerde phosphatase remt, terwijl voor de 
activiteit van het Na+-K+-ATPase-systeem de aanwezigheid van vol-
doende Na+-ionen noodzakelijk is. 
Indien men aanneemt, dat de K+-geactiveerde hydrolyse van p-nitro-
phenylphosphaat model staat voor de tweede stap van de Na+-K+-
ATPase-reactie, rijst de vraag, waarom ook de dephosphorylering van 
het in de tweede stap gevormde gephosphoryleerde tussenproduct niet 
door Na + geremd zou worden. Dit lijkt in tegenspraak met de activering 
van het Na+-K+-ATPase-systeem door Na+ . Hierbij moet echter in 
aanmerking genomen worden, dat Na+-ionen weliswaar in lage con-
centratie de Na+-K+-ATPase-activiteit van rattelever stimuleren, maar 
dat bij verdere verhoging van de Na+-concentratie de enzymactiviteit 
afneemt (fig. 1 ). 
Ook Bonting (1966) constateerde enige afname in Na+-K+-
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ATPase-activiteit van de rectale klier van de zandhaai bij hoge con-
centraties ( >100 mM) aan Na+ . Dit effect van Na+ werd door Ahmed 
en medewerkers (1966) ook bij enzympreparaten uit rattehersenen 
waargenomen. Deze auteurs achtten het op grond van enzymkinetische 
gegevens waarschijnlijk, dat remming van de Na+-K+-ATPase-activi-
teit door hoge concentraties aan Na+ toe te schrijven is aan competitie 
tussen Na"1" en K+ om de bindingsplaats voor K+-ionen. Ahmed c.s. 
gingen hierbij uit van de hypothese, dat Na+ en K+ op twee verschil-
lende plaatsen gebonden worden en daar activerend werken op de 
ATPase-reactie. Bij toenemende Na+-concentratie zal niet alleen de 
Na+'bindingsplaats verzadigd worden, maar zullen de Na+-ionen 
bovendien K+ verdringen van de K^-bindingsplaats en daardoor af-
name van de enzymactiviteit veroorzaken. Ook Kanazawa c.s. (1967) 
leiden uit enzymkinetische onderzoekingen aan konijnehersenmicro-
somen af, dat bij hoge concentraties aan Na+ competitie met K+ op-
treedt om de plaats waar K"1" de tweede stap ( dephosphorylering ) van 
de Na+'K+'ATPase-reactie activeert. 
Wanneer men bovenstaande overwegingen in aanmerking neemt, 
behoeft remming door Na + van de K+-geactiveerde phosphatase-reactie 
in feite geen tegenstelling te betekenen tot de activering door Na + van 
de Na+-K+-ATPase-reactie. In het eerste geval beschouwt men nl. 
een reactie die model staat voor de tweede stap van de Na+-K+-
ATPase-reactie. Hier heeft Na"1" alleen remmende werking, terwijl bij 
de Na+'K+'ATPase-reactie als geheel in eerste instantie de activerende 
werking van Na+ (bij de eerste stap) op de voorgrond zal treden. 
Vergelijking van de eigenschappen van Na+'K^-ATPase en K+-
geactiveerd pNPPase doet veronderstellen, dat ook in de rattelever, 
zoals in diverse andere weefsels, beide enzymactiviteiten nauw met 
elkaar verbonden zijn, hoewel ook enige verschillen zijn waargenomen. 
Het lijkt dus aannemelijk, dat de K+-geactiveerde phosphatase-reactie 
als model gebruikt kan worden voor de tweede stap van de Na+-K+-
ATPase-reactie. Meer inzicht in het verband tussen Na+-K+-ATPase 
en K+'geactiveerde phosphatase zou evenwel verkregen kunnen worden 
bij gebruik van het natuurlijke substraat voor de phosphatase-reactie 
(het gephosphoryleerde tussenproduct) in plaats van synthetische sub-
straten zoals p-nitrophenylphosphaat. 
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HOOFDSTUK V 
ACTIEF KATIONENTRANSPORT IN DE REGENERERENDE 
RATTELEVER 
V. 1. Inleiding 
Bij de partiële hepatectomie, zoals deze voor het eerst door Higgins 
en Anderson ( 1931 ) voor de rat werd beschreven, worden de middelste 
en linker lobben (lobus medianus en lobus sinister lateralis) van de 
lever weggenomen. Deze maken ongeveer twee-derde deel van de 
totale levermassa uit. De proefdieren doorstaan deze ingreep goed; 
bij een goede uitvoering is de post-operatieve mortaliteit zeer gering. 
Na de operatie treedt een compensatoire hypertrophie van de lever op, 
die gewoonlijk aangeduid wordt als „regeneratie" van de lever. De 
weggenomen lobben worden evenwel niet vervangen door nieuw-ge-
vormde, maar de overgebleven lobben vertonen een sterke hyper-
trophie. 
Men kan de structurele en biochemische veranderingen in de lever 
na partiële hepatectomie als volgt samenvatten (Harkness, 1957; 
Bûcher, 1963; Bartók en Virágh, 1965; Fabrikant, 1967): Na een be-
ginperiode van 6-12 uur, waarin veranderingen optreden als in een 
extreme hongertoestand (disaggregatie van het endoplasmatisch reti-
culum, vermindering van het glycogeengehalte) kan men verschijnselen 
waarnemen, die karakteristiek zijn voor groei; het celvolume neemt toe 
evenals het totale levergewicht. Het endoplasmatisch reticulum begint 
zich te herstellen; het glycogeengehalte stijgt weer. Men vindt ook 
een toename in DNA-synthese, die 24-30 uur na de operatie gevolgd 
wordt door een uitbarsting van celdeling van de parenchymale lever-
cellen. De mitosegolf begint in de periferie van de leverlobjes (peri-
portaal) en verplaatst zich in de richting van de vena centralis, in het 
centrum van het lobje. De groei is veeleer als een toename in grootte 
van de afzonderlijke leverlobjes te beschouwen dan als een toename 
van hun aantal. De gewichtstoename van de lever heeft een exponen-
tieel verloop, totdat na 10-20 dagen de normale grootte weer is bereikt. 
In de laatste jaren werden door verschillende onderzoekers de 
kationenconcentraties in de regenererende rattelever bestudeerd. In 
1963 bepaalde Uyeki in homogenaten van rattelevers, vóór en na par-
tiële hepatectomie, het K+- en Na+-gehalte. Hij vond, 2-4 dagen na 
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de operatie, een grote toename van het K+-gehalte en een kleinere 
toename van het Na+-gehalte. De K+/Na+-verhouding was hoger 
dan normaal. 
In tegenstelling hiermee kon Myers (1964) geen statistisch signifi-
cant verschil in K+-gehalte vaststellen tussen normale en regenererende 
rattelevers tot 3 dagen na partiële hepatectomie. Myers weet het ver-
schil tussen beide waarnemingen aan het feit, dat Uyeki door de levers 
te perfunderen met een ijskoude sucrose-oplossing 60-65% van het 
intracellulaire K+ verwijderd had. De schijnbare toename van de K+-
concentratie in de lever na partiële hepatectomie zou dan veroorzaakt 
zijn door minder efficiënt verwijderen van intracellulair K+ gedurende 
de perfusie van de regenererende lever. Het volume van de levercellen 
neemt namelijk tijdens de regeneratie van de lever sneller toe dan het 
volume van de bloedvaten (Harkness, 1957). 
Bij incuberen van coupes van rattelevers vóór en na partiële hepa-
tectomie constateerde Humphrey (1965), dat coupes van regenererende 
levers een hogere K+-concentratie en een lagere Na+-concentratie 
konden handhaven dan die van normale levers. De verschillen werden 
het eerst waargenomen 12 uur na partiële hepatectomie; het maximaal 
effect lag tussen 2 en 5 dagen na de operatie. De meest waarschijnlijke 
verklaring lag volgens Humphrey in een afname van de permeabiliteit 
van de levercelmembranen voor Na + en K+. 
De door Humphrey verkregen resultaten zouden naar onze mening 
echter ook verklaard kunnen worden door aan te nemen, dat de activi-
teit van de kationenpomp in de levercellen na partiële hepatectomie 
is verhoogd. Het leek ons aannemelijker, dat de toegenomen K+-con-
centratie en afgenomen Na+-concentratie in de regenererende lever 
veroorzaakt zouden worden door één enkele verandering, i.e. een toe-
name in activiteit van de kationenpomp, dan dat twee gelijktijdige ver-
anderingen, nl. een afname in permeabiliteit van de levercelmembranen 
voor K+ én voor Na+ , in het spel zouden zijn. 
Wij zijn er daarom toe overgegaan de activiteit van de kationenpomp 
in de regenererende rattelever te meten (Bakkeren en Bonting, 1968b). 
Hiertoe hebben wij in de eerste plaats de activiteit van het 
(Na+ + K+)-geactiveerde ATPase bepaald (V. 2). Om na te gaan, of 
er eventueel verband gelegd kon worden tussen de Na+-K+-ATPase-
activiteit in de lever en de concentratie aan bijnierschorshormonen in 
het plasma, hebben wij eveneens de corticosteronconcentratie in het 
plasma van de rat, na partiële hepatectomie, bepaald (V. 3). 
Als een tweede maatstaf voor de activiteit van de kationenpomp 
diende de ouabaine-gevoelige opnamesnelheid van 8 6Rb+ in lever-
coupes (V. 4) . Ten opzichte van het actief transportmechanisme ge-
draagt Rb+ zich nl. geheel analoog aan K+ (III. 4) . scRfc, is echter 
vanwege zijn grotere halfwaarde tijd (19,5 dag) een meer bruikbare 
isotoop dan 42K (halfwaarde tijd = 12,5 uur). 
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Om onze onderzoekingen betreffende het kationentransport in de 
regenererende rattelever af te ronden hebben wij ook het passief trans­
port van 8 ( >Rb+ en 2 2 N a + in levercoupes gemeten (V 5). 
V 2 De Na+'K+'ATPase-activiteit in de regenererende 
rattelever 
Partiele hepatectomie werd uitgevoerd zoals beschreven in hoofdstuk 
II 3 Alle operaties werden op hetzelfde tijdstip van de dag, 11 00 uur 
's morgens, uitgevoerd (vgl hoofdstuk VII) Een tot zeven dagen na 
de operatie werden de dieren gedood en de levers weggenomen De 
bereiding van homogenaten en de bepaling van de Na + -K + -ATPase-
activiteit geschiedden zoals beschreven in hoofdstuk II 2 en 4. Het 
gedeelte van de lever dat bij de operatie werd weggenomen en on­
middellijk gehomogeniseerd en gelyophihseerd, diende als controle 
voor de lever die op een bepaald tijdstip na partiele hepatectomie bij 
hetzelfde dier werd weggenomen 
percentaye toename Na* K* ATPase activiteit 
00-
4 0 6 7 
dagen na partiele hepatectomie 
Fig 15 Relatieve toename van de Na+-KH -ATPase-activiteit m ratteleverhomoge-
naten na partiele hepatectomie De ATPase-activiteit werd gemeten in de media A 
В D en E Het verschil tussen de activiteit in medium A en de gemiddelde activiteit 
in de media B, D en E gaf de Na+-K+-ATPase-activiteit uitgedrukt in molen A T P 
gehydrolyseerd per kg droog gewicht per uur, bij 37" Het percentage toename van 
de Na+-K+-ATPase-activiteit werd berekend door de enzymactiviteit m dat gedeelte 
van de lever, dat bij de hepatectomie bij hetzelfde dier werd weggenomen gelijk 100 
te stellen Elk punt geeft het gemiddelde weer van drie waarnemingen bij elk van 2-5 
dieren (aantal dieren tussen haakjes) met de standaardfout (spreiding in het geval 
van twee dieren) 
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Tabel Vili 
Activiteit van Na+-K+-ATPase en Mg 2 +-ATPase m rattelever-
homogenaten vóór en na partiële hepatectomie 
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*) De ATPase-activiteit werd gemeten in de media A, B, D en E. Het verschil 
tussen de activiteit m medium A en de gemiddelde activiteit in de media B, D en E 
gaf de Na+-K+-ATPase-activiteit, de gemiddelde activiteit in de media B, D en E 
gaf de Mg2+-ATPase-activiteit. 
**) Op iedere regel zijn de enzymactiviteiten voor éen proefdier vermeld, resp. 
vóór en na operatie. 
In tabel VIII wordt een overzicht van de resultaten van de ATPase-
bepalingen gegeven. De activiteit van het Na+-K+-ATPase-systeem 
m de rattelever blijkt na partiele hepatectomie te zijn toegenomen. 
Fig. 15 geeft de verandering van de Na+-K+-ATPase-activiteit na 
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partiële hepatectomie weer, uitgedrukt als procentuele toename in acti-
viteit vergeleken met dezelfde lever vóór de operatie. Uit de grafiek 
blijkt, dat de enzymactiviteit reeds één dag na de operatie een stijging 
vertoont. Na 3 tot 6 dagen werd maximale activiteit gevonden. Wij 
kunnen geen verklaring geven voor de lage waarde na 5 dagen. Na 
6 dagen worden de verschillen in Na+-K+-ATPase-activiteit tussen 
leverhomogenaten vóór en na partiële hepatectomie kleiner. 
De Mg2+-ATPase-activiteit vertoont geen significante verandering 
tijdens de regeneratieperiode. Een uitzondering moet hierbij worden 
gemaakt voor de 6e dag, waar een toename in activiteit van 18% 
(P = 0,0074) werd geconstateerd t.o.v. de gemiddelde waarde vóór 
partiële hepatectomie. Ook voor deze afwijking kunnen wij geen ver-
klaring geven. 
Dieren die onderworpen werden aan schijnoperaties (II. 3), waarbij 
de buikholte geopend en de lever betast werd, zoals dit bij de werke-
lijke operaties gebeurde, maar hepatectomie achterwege werd gelaten, 
vertoonden géén significante veranderingen in Na+-K+-ATPase-acti-
viteit t.o.v. de activiteit in normale levers, wanneer zij 3 dagen na de 
operatie gedood werden. Voor 5 dieren die een schijnoperatie hadden 
ondergaan, werd een gemiddelde Na+-K+-ATPase-activiteit in de 
lever gevonden van 0,335 ± 0,031 molen A T P gehydrolyseerd per kg 
droog gewicht per uur. Deze waarde is niet significant verschillend 
van de gemiddelde waarde voor de normale rattelever (0,374 ± 0,017) 
(III. 2) . Deze resultaten wijzen erop. dat de door ons geconstateerde 
verhoging in Na+-K+-ATPase-activiteit in de regenererende lever 
veroorzaakt wordt door de partiële hepatectomie en niet door de opera-
tieve ingreep als zodanig. 
V. 3. Het corticosterongehalte van ratteptasma na partiële 
hepatectomie 1 ) 
Uit onderzoekingen van Chignell en Titus (1966) is gebleken, dat 
de Na+-K+-ATPase-activiteit in de rattenier afhankelijk is van de 
productie van hormonen door de bijnierschors. Adrenalectomie veroor-
zaakt een vermindering van de enzymactiviteit. Na toediening van 
corticosteron aan de proefdieren keert de activiteit in twee tot drie 
dagen weer tot het pre-operatieve niveau terug. Wij hebben daarom 
nagegaan, of de verhoogde Na+-K+-ATPase-activiteit in de ratte-
lever na partiële hepatectomie wellicht veroorzaakt kon zijn door een 
verhoging van de corticoïdenspiegel in het plasma. Hiertoe hebben wij 
het corticosterongehalte van het plasma bepaald bij resp. vijf mannelijke 
ratten die partiële hepatectomie hadden ondergaan, en vijf dieren die 
aan een schijnoperatie waren onderworpen (II. 3) . Van beide groepen 
1 ) De hier beschreven bepalingen werden uitgevoerd in het Laboratorium voor 
Medische Biologie, Universiteit van Nijmegen, waarvoor wij Dr. Th. J. Benraad en 
Drs. J. J. Wellen gaarne onze dank willen betuigen. 
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Tabel IX 
Corticosteronconcentratie in ratteplasma na partiële hepatectomie 




3 dagen na 
schijnoperatie 
(5 dieren) 











Gem.: 41,1 ( ± 3,3) 
Gem.: 48,2 ( ± 3,5) 
Ρ > 0,10 
(niet significant) **) 
*) De corticosteronconcentratie werd bepaald volgens de methode van de Moor 
c.s. (1960). 
**) De significantie van het verschil werd berekend m.b.v. de t-toets van Student. 
dieren werd drie dagen na de operatie door middel van hartpunctie 
bloed afgenomen. Op het plasma werd een fluorometrische corticoste-
ron-bepaling uitgevoerd volgens de Moor c.s. (1960). 
In tabel IX zijn de resultaten weergegeven. Er blijkt geen significant 
verschil in corticosterongehalte van het plasma te bestaan tussen beide 
groepen van vijf dieren. Op het tijdstip waarop grote toename in N a + -
K+-ATPase-activiteit werd waargenomen, nl. drie dagen na partiële 
hepatectomie, is de corticosteronconcentratie in het plasma niet ver-
anderd t.o.v. de dieren die als controle dienden. De door ons gevonden 
waarden varieerden van 34 tot 59 μg corticosteron per 100 ml plasma. 
Dit is hoog in vergelijking met de waarde van 13,6 μg/100 ml, die door 
Critchlow c.s. (1963) als gemiddelde voor 35 mannelijke ratten werd 
gevonden. Dit verschil zou aan de verhoogde „stress" te wijten kunnen 
zijn, waaraan de dieren in onze experimenten waren blootgesteld. De 
door ons verkregen resultaten maken het onwaarschijnlijk, dat er een 
correlatie bestaat tussen corticoïdenspiegel in het plasma en Na+-K+-
ATPase-activiteit in de lever van de rat na partiële hepatectomie. 
V. 4. De snelheid van opname van S6Rb+ in coupes van 
regenererende rattelever 
De bepaling van de opnamesnelheid van 8 6Rb+ in levercoupes ge-
schiedde zoals in hoofdstuk II. 5 beschreven. Coupes van normale en 
regenererende levers werden eerst gedurende 1 uur bij 0° gepreïncu-
beerd in een K+-vrij medium om de hoeveelheid intracellulair kalium 
zoveel mogelijk te verminderen. Hierna werden de coupes overgebracht 
in een 8fiRb+-bevattend incubatiemedium en, al of niet in aanwezigheid 
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van IO - 3 M ouabaine, bij 37° geïncubeerd. Op verschillende tijdstippen 
na begin van de incubatie werd vervolgens de W/M-verhouding 
(dpm/μΐ weefselwater, gedeeld door dpm/μΐ medium) voor 8 6 R b + be­
paald. 
Fig. 16 laat zien, dat de W/M-verhouding lineair toeneemt met de 
tijd gedurende minstens 30 minuten. De W/M-verhouding na 30 mi­
nuten incubatie geeft dus de snelheid van de 8 r ,Rb+-opname weer. In 
opname Rb (W/M-verhoudiny) 
Fig. 16. Opname van Ж | Я Ь + in rattelevercoupes tijdens incubatie bij 37° met en zon­
der Ю - 3 M ouabaine. De opname werd bepaald door de W/M-verhouding (dpm/μΐ 
weefselwater, gedeeld door dpm/μΐ medium) voor ^'Rb"1" te meten. Elk punt geeft het 
gemiddelde weer van twee waarnemingen met de spreiding. 
onze routinebepalingen werd daarom een incubatietijd van 30 minuten 
gebruikt. Als maat voor de ouabaine-gevoelige opnamesnelheid van 
S 6 R b + werd gebruikt het relatieve verschil in W/M-verhouding na 
30 minuten incubatie tussen coupes geïncubeerd in aanwezigheid van 
10 - 3 M ouabaine en coupes geïncubeerd in afwezigheid van ouabaine. 
De verandering in ouabaine-gevoelige opnamesnelheid van 8 6Rb+ , 
uitgedrukt als procentuele toename vergeleken met dezelfde lever vóór 
partiële hepatectomie, is weergegeven in fig. 17. 
Twee dagen na de partiële hepatectomie blijkt de ouabaine-gevoelige 
opnamesnelheid van 8 6Rb+ met ongeveer 50% te zijn toegenomen. 
Daarna daalt de opnamesnelheid geleidelijk, totdat na 6-7 dagen onge-
veer normale waarden worden bereikt. 
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Fig. 17. Relatieve toename van de Na+-K+-ATPase-activiteit in ratteleverhomoge-
naten en van de ouabaine-gevoelige opnamesnelheid van ^Rb"1" in rattelevercoupes 
na partiele hepatectomie. о о, percentage toename van de Na+-K+-ATPase-acti-
viteit, berekend zoals aangegeven bij fig. 15. · · , percentage toename van het 
ouabaine-gevoelige gedeelte van de W/M-verhouding voor ^Rb"1" na 30 minuten in­
cubatie bij 37° ( A W / M ) . Δ W/M voor coupes afkomstig van dat gedeelte van de 
lever, dat bij de hepatectomie bij hetzelfde dier werd weggenomen, werd gelijk 100 
gesteld. Elk punt geeft het gemiddelde weer van drie waarnemingen bij elk van 
2-5 dieren (aantal dieren tussen haakjes) met de standaardfout (spreiding in het 
geval van twee dieren). 
stuk II. 3 beschreven werd, vertoonden 3 dagen na de operatie een 
opnamesnelheid van 8 e R b + , die in dezelfde grootte-orde lag als bij 
dieren vóór partiële hepatectomie. Na 30 minuten incubatie in afwezig-
heid van ouabaine werd voor levercoupes van twee proefdieren die 
schijnoperaties hadden ondergaan, een W/M-verhouding gevonden 
van gemiddeld 2,7. Als gemiddelde waarde voor coupes van normale 
rattelevers werd gevonden: 2,8 ± 0 , 1 ( n = 1 6 ) . Zoals ook bij de Na+-
K+-ATPase-activiteit het geval was (V. 2), wordt de verhoging van de 
ouabaine-gevoelige opnamesnelheid van 8 6Rb+ blijkbaar niet teweeg-
gebracht door de operatieve ingreep als zodanig, maar door het weg-
nemen van twee-derde deel van de totale levermassa. 
Uit fig. 17, waarin de veranderingen van Na+-K+-ATPase-activiteit 
en van ouabaine-gevoelige opnamesnelheid van 8 6Rb+ beide zijn weerge-
geven, valt op te maken, dat zowel de activiteit van het (Na + + K + ) -
geactiveerde ATPase-systeem als de ouabaine-gevoelige opname-
snelheid van 86Rb+ in de regenererende rattelever zijn verhoogd in 
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vergelijking met de normale lever. Gezien de variatie in de uitkomsten 
verkregen voor verschillende dieren is de overeenstemming tussen 
beide parameters redelijk te noemen. Alleen op de 6e dag na partiële 
hepatectomie werd een significant verschil gevonden. Dit is ook het 
enige tijdstip, waarop een significante verhoging van de Mg 2 + -
ATPase-activiteit werd waargenomen. 
De veranderingen van de twee parameters voor de activiteit van de 
kationenpomp zijn het grootst van de 2e tot de 6e dag na partiële 
hepatectomie. Dit is in overeenstemming met de bevindingen van 
Humphrey omtrent de verschillen in kationenniveaux in coupes van 
normale en regenererende levers (V. 1). 
Uit de resultaten van de voorgaande experimenten kan men con-
cluderen, dat de activiteit van de kationenpomp in de regenererende 
rattelever is verhoogd. 
Men moet echter ook rekening houden met de mogelijkheid, dat de 
permeabiliteit voor kationen in de regenererende rattelever eveneens 
een verandering heeft ondergaan, zoals door Humphrey werd gepo-
neerd. Laatstgenoemde factor kan dan, naast de verhoogde activiteit 
van de kationenpomp, een bijdrage leveren aan de verhoging van de 
K+-concentratie en de verlaging van de Na+-concentratie in de re-
genererende lever. 
Wij hebben daarom ook het passief transport van 86Rb+ en 2 2 Na + 
in coupes van normale en regenererende rattelevers gemeten. 
V. 5. Het passief kationentransport in de regenererende 
rattelever 
Voor de bepaling van de permeabiliteit voor Rb+ (II. 5) werden 
coupes van normale en regenererende levers eerst gedurende 1 uur bij 
37° geïncubeerd in een 8eRb+-bevattend medium. Tijdens deze incu-
batie namen de coupes de isotoop op. De passieve efflux van 8 e Rb + 
uit de coupes werd bepaald tijdens een daaropvolgende incubatie bij 
37° in hetzelfde medium zonder 8ßRb+, in aanwezigheid van Ι Ο - 3 M 
ouabaine. Hiertoe werden op verschillende tijdstippen na begin van de 
incubatie monsters van 50 μΐ van het medium genomen en de hoeveel­
heid radioactiviteit gemeten. De hoeveelheid 8 6 R b + die uit de coupes 
lekte, nam gedurende ongeveer 5 minuten lineair toe met de tijd 
(fig. 18). 
Er werd geconstateerd, dat het percentage uitgestroomde radio­
activiteit voor coupes van regenererende rattelevers steeds lager was 
dan dat voor coupes van normale levers (fig. 18). In fig. 19 is de rela­
tieve verandering (in vergelijking met de gemiddelde waarde vóór 
partiële hepatectomie) van het percentage 8 6Rb+ dat na 5 minuten 
incubatie uit de coupes is gelekt, uitgezet tegen de tijd verlopen na 
de operatie. De passieve S6Rb+-efflux, die beschouwd mag worden als 
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Fig. 18. Passieve lek van t , 6Rb+ uit rattelevercoupes voor en 3 dagen na partiele 
hepatectomie. Het percentage ""Rb4" dat tijdens de incubatie passief uit de coupes 
lekte, werd berekend door de hoeveelheid radioactiviteit vóór de incubatie in de 
coupes aanwezig gelijk 100 te stellen. Elk punt geeft het gemiddelde weer van drie 
waarnemingen met de standaardfout. 
percentaje afname Rb* efflux 
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Fig. 19. Relatieve afname van de passieve ^Rb+^efflux uit rattelevercoupes na par-
tiele hepatectomie. De passieve efflux van ^Rb"1" werd bepaald door het percentage 
^Rb* te berekenen, dat na 5 minuten uit de coupes was gelekt, zoals aangegeven bij 
fig. 18. Het percentage afname van de passieve ""Rb+'efflux werd berekend door de 
gemiddelde waarde vóór partiele hepatectomie van het percentage ^Rb* dat na 5 
minuten uit de coupes was gelekt, gelijk 100 te stellen. Elk punt geeft het gemiddelde 
weer van drie waarnemingen bij elk van 2-3 dieren (aantal dieren tussen haakjes) 
met de standaardfout (spreiding in het geval van twee dieren). 
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een maat voor de permeabihteit van de coupes voor Rb+, blijkt na 
1 tot 6 dagen regeneratie duidelijk afgenomen te zijn in vergelijking 
met coupes van normale levers. 
In fig. 20 zijn de veranderingen van de drie gemeten grootheden 
Na+-K+-ATPase-activiteit, ouabame-gevoelige opname-snelheid van 




Na*- K*-ATPase activiteit 
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da^en na partiële hepatectomie 
Fig 20 Relatieve verandering na partiele hepatectomie van de Na"1-K+-ATPase-
activiteit in ratteleverhomogenaten ( · · ) , van de ouabame-gevoelige opname-
snelheid van ^Rb"1^ m rattelevercoupes (o o) en van de passieve 8Ч?Ь+-еРНих 
uit rattelevercoupes ( x - · - ---x) Het percentage toename van de На^К"1"-
ATPase-activiteit werd berekend zoals aangegeven bij fig 15, het percentage toe­
name van de ouabame-gevoelige opnamesnelheid van ^Rb"1" zoals aangegeven bij 
hg 17 en het percentage afname van de passieve 8eRb+-efflux zoals aangegeven 
bij fig 19 Elk punt geeft het gemiddelde weer van drie waarnemingen bij elk van 
2-5 dieren 
het verloop van de curves kan worden afgelezen, dat niet alleen de 
activiteit van de kationenpomp is toegenomen in de regenererende ratte-
lever, maar dat ook de permeabihteit, althans voor Rb+, is afgenomen. 
Om de permeabihteit voor N a + te kunnen bestuderen werd de pas­
sieve influx van 2 2 N a + in levercoupes gemeten tijdens incubatie bij 
37° in een 2 2Na+-bevattend medium, waarin het actief transportproces 
geremd werd door de aanwezigheid van 10~3 M ouabaine (II. 5). Na 
resp. 5 en 10 minuten incubatie werd de hoeveelheid radioactiviteit 
bepaald, die door de coupes was opgenomen, en de W/M-verhouding 
voor
 2 2 N a + berekend. Deze kan nu beschouwd worden als een maat 
voor de permeabihteit van de levercoupe voor N a + . 
63 
Bij vergelijking van de resultaten, verkregen voor 10 proefdieren na 
resp. 1, 2, 3, 4, 5 en 6 dagen regeneratie en voor 9 controle-dieren, 
werden tussen beide groepen geen significante verschillen in passieve 
Na+-influx vastgesteld, noch na 5, noch na 10 minuten incubatie. 
V. 6. Discussie en conclusies 
Uit de in de voorgaande paragrafen beschreven experimenten blijkt, 
dat de activiteit van de kationenpomp in de rattelever is toegenomen 
na partiële hepatectomie. Zowel de activiteit van het (Na+ + K + ) -
geactiveerde ATPase als de ouabaine-gevoelige opnamesnelheid voor 
8 6Rb+ zijn verhoogd. Voor beide parameters is de verhoging maximaal 
tussen 2 en 6 dagen na de operatie. De resultaten van onze waar-
nemingen zijn in goede overeenstemming met die van Humphrey be-
treffende de kationenconcentraties in coupes van regenererende levers. 
Omdat Humphrey het denkbeeld had geopperd, dat de veranderingen 
in de kationenconcentraties verklaard konden worden uit een verminde-
ring in permeabiliteit voor deze kationen, hebben wij de permeabiliteit 
voor Rb+ en Na + in coupes van regenererende rattelevers bepaald. 
Hierbij hebben wij aangenomen, dat ook bij de bestudering van pas-
sieve transportprocessen Rb+ de plaats van K+ kan innemen. Wij 
namen een verminderde permeabiliteit voor 8 6Rb+ waar in coupes van 
regenererende levers. Voor 2 2 Na + konden wij geen verandering in 
permeabiliteit vaststellen. 
Men kan zich afvragen, welke physiologische rol de hier gevonden 
toename in activiteit van de kationenpomp vervult. Men zou een derge-
lijke toename kunnen verwachten als een adaptief proces in cellen 
waarin een verandering in de kationenconcentraties is veroorzaakt door 
een vermeerdering van de permeabiliteit voor deze ionen, zoals b.v. 
bij leukocyten werd geconstateerd (Block en Bonting, 1964). Dit ver-
schijnsel treedt blijkens onze resultaten hier echter niet op. De door 
ons gevonden effecten versterken elkaar namelijk. Beide bevorderen 
het instandhouden van een hoge K+-concentratie (en een lage Na+-
concentratie) in de regenererende rattelever. 
Wij hebben eveneens geen aanwijzigingen verkregen, dat de ver-
hoging van de Na+-K+-ATPase-activiteit in de rattelever na partiële 
hepatectomie veroorzaakt zou zijn door een verhoging van de concen-
tratie van bijnierschorshormonen in het bloed. De corticosteronconcen-
tratie in het plasma van dieren die drie dagen tevoren partiële hepa-
tectomie hadden ondergaan, verschilde niet van die bij dieren die op 
hetzelfde tijdstip aan een schijnoperatie waren onderworpen. De Na+ -
K+-ATPase-activiteit was terzelfder tijd daarentegen bijna 60% hoger 
in regenererende levers dan in de levers van dieren na schijnoperatie. 
Wanneer men zich afvraagt, wat de betekenis is van de toename 
in activiteit van de kationenpomp, zou men ook kunnen denken aan 
de in verschillende weefsels aangetoonde koppeling van de kationen-
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pomp met de actieve opname van suikers (Csáky, 1963a, b; Curran, 
1965), aminozuren (Csáky, 1963a, b; Bittner en Heinz, 1963; Fox c.s., 
1964; Curran, 1965) en andere stoffen (Csáky, 1963a, b) . Men zou 
zich kunnen voorstellen, dat de actieve opname van deze stoffen ver-
hoogd zou moeten zijn om de toegenomen celdeling tijdens regeneratie 
van de rattelever mogelijk te maken. Het is echter onwaarschijnlijk, 
dat een dergelijk proces een grote rol zou kunnen spelen bij de toename 
in activiteit van de kationenpomp, omdat de mitosepiek ca. 28 uur na 
de operatie valt (Harkness, 1957; Bûcher, 1963), dus veel vroeger dan 
de door ons waargenomen maximale pompactiviteit. 
Omdat de gewichtstoename van de lever maximaal is gedurende de 
eerste twee dagen na partiële hepatectomie (Harkness, 1957), is het 
evenzo onwaarschijnlijk, dat er een eenvoudige correlatie bestaat tussen 
de toename in activiteit van de kationenpomp en de compensatoire groei 
van de overgebleven leverlobben. 
Een andere mogelijkheid zou kunnen zijn, dat er verband gelegd kan 
worden tussen de activiteit van de kationenpomp en de galsecretie. In 
1959 namen Leong c.s. voor de regenererende rattelever een toename 
waar van de galsecretie per gewichtseenheid lever. Zij maakten voor 
hun metingen gebruik van geperfundeerde geïsoleerde levers. De gal-
secretie bereikte na 3 dagen een maximum van 53% boven het niveau 
vóór partiële hepatectomie. Na 14 dagen was de secretie weer op het 
normale niveau teruggekeerd. De mate waarin de galsecretie toenam en 
het tijdstip van maximale verhoging vallen ongeveer samen met de 
resultaten van onze waarnemingen betreffende de activiteit van de 
kationenpomp. 
In dit kader passen ook de waarnemingen van Bártok c.s. (1963), 
die in de regenererende rattelever met behulp van histochemische 
Ideuringstechnieken een toename van de ATPase-activiteit aantoonden 
in de celmembranen van de galkanaaltjes. Deze toename werd het eerst 
waargenomen 1 dag na partiële hepatectomie; zij was maximaal na 
4 dagen. Hoewel de door Bártok c.s. toegepaste histochemische kleuring 
geen onderscheid kan maken tussen Na+-K+-ATPase en Mg 2 + -
ATPase (Bonting c.s., 1962), is het toch opmerkelijk, dat de door deze 
auteurs geconstateerde toename in ATPase-activiteit ongeveer overeen-
komt met de door ons gevonden verhoging in activiteit van de kationen-
pomp. 
De bovengenoemde experimenten doen een correlatie vermoeden 
tussen de galsecretie en de activiteit van de kationenpomp in de lever. 
In hoofdstuk VIII zullen wij nader ingaan op het mechanisme van de 
galsecretie. Tevens zullen daar enkele experimenten beschreven wor-
den, waarin de invloed van ouabaine op de galsecretie wordt nagegaan. 
Als men in aanmerking neemt, dat door partiële hepatectomie de 
lever op ongeveer І/З deel van haar oorspronkelijke grootte wordt terug­
gebracht en dat zij desondanks nog voldoende gal moet produceren om 
б 
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een normale spijsvertering op gang te houden, dan kan men zich af-
vragen, of het resterende deel van de lever niet een zwaardere functio-
nele belasting zal ondervinden. In deze richting wijzen ook de resultaten 
verkregen door Weinbren en Billing (1956). Deze onderzoekers be-
paalden in vivo de maximale uitscheidingscapaciteit van de rattelever 
voor bilirubine. Deze grootheid bleek onmiddellijk na partiële hepa-
tectomie met 70% te zijn afgenomen. Uit de experimenten van Leong 
c.s. blijkt, dat de galproductie per gewichtseenheid lever na partiële 
hepatectomie toeneemt. De verhoogde activiteit van de kationenpomp 
in de regenererende lever zou men volgens de hier uiteengezette ziens-
wijze kunnen beschouwen als een noodzakelijk vereiste om de totale 




ACTIEF K A T I O N E N T R A N S P O R T IN DE 
RATTELEVER TIJDENS DE PRE- EN 
POSTNATALE ONTWIKKELING 
VI. 1. Inleiding 
In hoofdstuk V zijn de veranderingen beschreven, die de activiteit 
van het kationentransportsysteem in de rattelever ondergaat tijdens 
de compensatoire groei na partiële hepatectomie. Omdat dit groei-
proces overeenkomst vertoont met de groei tijdens de pre- en post-
natale ontwikkeling, hebben wij ook het verloop van de activiteit van 
het kationentransportsysteem gedurende deze periode bestudeerd. 
Het actief transport van K+-ionen in de rattelever gedurende de 
periode vóór en na de geboorte is sinds enige jaren in onderzoek. Uit 
onderzoekingen van van Rossum bleek, dat de actieve opname van K+ 
in coupes van rattelevers tijdens incubatie bij 38° verandert met de 
pre-, resp. postnatale leeftijd (van Rossum, 1961, 1963a). De opname 
neemt af met toenemende leeftijd tot kort na de geboorte. Hierna 
treedt een snelle stijging op. De K+-concentratie in de rattelever onder-
gaat in deze periode eveneens aanmerkelijke veranderingen (Parsons 
en van Rossum, 1961; Pascual-Leone en Maniey, 1967). In de late 
prenatale periode neemt de K+-concentratie af, waarna een snelle 
stijging volgt kort na de geboorte. In hoofdstuk I hebben wij uiteen-
gezet, dat het actief kationentransport in dierlijke weefsels onder con-
trole staat van het (Na + + K+)-geactiveerde ATPase-systeem. Der-
halve zijn wij er toe overgegaan de activiteit van dit enzymsysteem 
in de rattelever gedurende de pre- en postnatale periode aan een syste-
matisch onderzoek te onderwerpen. 
VI . 2. Verandering van Na+-K+~ATPase- en Mg2+-ATPase-actwiteit 
in de rattelever gedurende de pre- en postnatale 
ontwikkeling 
Als proefdieren werden Wistarratten gebruikt van een zuivere in-
geteelde stam. De dieren waren gehuisvest in het Centraal Dieren-
laboratorium ! ) ; zij kregen standaard-rattevoer en drinkwater ad libi-
*) Voor de assistentie verleend door de heer P. B. Spaan en zijn medewerkers 
zijn wij zeer erkentelijk. 
67 
tum. De dieren werden gepaard door één mannelijke rat bij 5 vrouwe-
lijke dieren te plaatsen gedurende één nacht. De volgende ochtend 
werd nagegaan, of paring had plaats gevonden door een uitstrijksel te 
maken van het vaginale slijmvlies en dit te onderzoeken op de aan-
wezigheid van spermatozoën. Het tijdstip van de conceptie kon op 
deze wijze met een nauwkeurigheid van ongeveer 15 uur vastgesteld 
worden. De foetale leeftijd werd bepaald op basis van de datum van 
de conceptie. Het tijdstip van de geboorte kon meestal met een nauw-
keurigheid van ongeveer 12 uur bepaald worden. In enkele gevallen 
was het nauwkeurige tijdstip bekend. 
Bij ons systematisch onderzoek hebben wij voor de prenatale periode 
levers van 14- tot en met 21-daagse ratte-embryo's gebruikt. Voor de 
postnatale periode hebben wij levers genomen van dieren waarvan de 
leeftijd varieerde van 16 uur tot en met 17 dagen. 
De ratte-embryo's werden verkregen door de zwangere ratten te 
doden door een slag in de nek en daarna te decapiteren. Na openen 
van de buikholte werden de foeten weggenomen en gedecapiteerd. De 
levers werden vrij geprepareerd en in hun geheel gelyophiliseerd. Door 
fijnwrijven in een kleine mortier werd een droog poeder verkregen. 
Dit werd bij -25° bewaard tot vóór gebruik. De levers van de pas-
geboren ratjes werden op dezelfde wijze opgewerkt. 
De geringe grootte van de levers, in het bijzonder van de embryo-
nale, noodzaakte ons de organen van dieren afkomstig uit één nest 
tezamen te nemen om een voldoende hoeveelheid weefsel beschikbaar 
te krijgen voor de enzymbepalingen. 
De bepaling van de Na+-K+-ATPase-activiteit geschiedde, zoals 
beschreven werd in hoofdstuk II. 4. Het gemiddelde van de activiteiten 
in de media B, D en E gaf de Mg2+-ATPase-activiteit. De Na+-K+-
ATPase-activiteit werd geleverd door het verschil tussen de activiteit 
in medium A en de gemiddelde activiteit in de media B, D en E. De 
hoeveelheid weefsel (in mg droog gewicht) per ml incubatiemengsel 
varieerde met de leeftijd van de dieren. 
Op de levers van dieren afkomstig uit één nest werden twee of meer 
ATPase-bepalingen uitgevoerd. De gemiddelde enzymactiviteiten van 
twee of meer nesten van één en dezelfde leeftijd werden samengenomen 
en gemiddeld. Deze gemiddelde activiteiten werden in een grafiek uit-
gezet als functie van de leeftijd (fig. 21). Uit de grafiek blijkt, dat de 
Na+-K+-ATPase-activiteit vanaf de 14e dag van de dracht tot 16 uur 
postnataal afneemt. De sterkste afname werd waargenomen in de 
periode van de 18e tot de 20e dag van de dracht. 
Vanaf 16 uur tot 14 à 17 dagen postnataal loopt de enzymactiviteit 
op. Aan het eind van deze periode wordt het niveau van volwassen 
dieren bereikt. De sterkste stijging werd waargenomen gedurende de 
eerste twee dagen na de geboorte. 
De Mg2+-ATPase-activiteit blijft tussen de 14e en de 19e dag van 
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Fig. 21. Na + -K + -ATPasc- en Mg2 +-ATPase-activiteit in de rattelever tijdens de 
pre- en postnatale ontwikkeling. De ATPase-activiteit werd gemeten in de media 
А, В, D en E. Het verschil tussen de activiteit in medium A en de gemiddelde activi­
teit in de media B, D en E gaf de Na+-K+-ATPase-activiteit, ( · · ) . De ge­
middelde activiteit in de media B, D en E gaf de Mg2 +-ATPase-activiteit, (o o) . 
Elk punt geeft het gemiddelde weer van twee of meer waarnemingen Ы] elk van 2-3 
enzympreparaten, die ieder afkomstig waren van dieren uit één nest, met de stan-
daardfout (spreiding in het geval van twee enzympreparaten). 
de dracht ongeveer constant. Op de 20e dag bereikt de activiteit een 
dieptepunt om daarna weer sterk op te lopen, totdat reeds bij 2 dagen 
postnataal het volwassen niveau bereikt wordt. 
VI. 3. De snelheid van opname van seRb+ in de lever van 
pasgeboren ratten 
Als aanvulling op de bepaling van de Na+-K+-ATPase-activiteit 
in de embryonale en postnatale rattelever hebben wij een aantal experi-
menten uitgevoerd om de actieve Rb+-opname te meten. Hiertoe hebben 
wij de ouabaine-gevoelige opnamesnelheid van 8 6Rb+ gemeten in 
stukjes van levers van resp. 3, 4, 5 en 6 dagen postnataal. De bepaling 
werd uitgevoerd zoals beschreven in hoofdstuk II. 5 met dien ver-
stande, dat in plaats van coupes stukjes lever van ca. 100 mg (nat 
gewicht) geïncubeerd werden. Het bleek niet mogelijk ook van nog 
jongere dieren stukjes lever te prepareren, die qua grootte en stevig-
heid geschikt waren voor de incubatieprocedure. 
Voor de bepaling van de opnamesnelheid van 8 6Rb+ werden de 
stukjes lever, na preïncubatie bij 0° in K+-vrij medium, gedurende 
30 minuten bij 37° geïncubeerd in een 86Rb+-bevattend medium, al of 
niet in aanwezigheid van 10 - 3 M ouabaine. De hoeveelheid radio-
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activiteit tijdens de incubatie door de stukjes lever opgenomen werd 
gemeten en de W/M-verhouding voor 8 6Rb+ bepaald. AW/M geeft 
het verschil in W/M-verhouding weer tussen stukjes lever geïncubeerd 
resp. zonder en met 10~3 M ouabaine. 
Tabel X 
Opnamesnelheid van 8 6Rb+ in postnatale rattelever 





Gera. Δ W/M *) (3 incubaties) 
4,0 ± 0,4 
3,9 ± 0,3 
3,3 ± 0,5 
3,3 ± 0,3 
*) Δ W/M is het verschil in W/M-verhouding (dpm/μ] weefselwater, gedeeld 
door dpm/μΐ medium) voor ^Rb"1" na 30 minuten incubatie resp. zonder en met 10 _ 3 M 
ouabaine. 
In tabel X worden voor de stukjes lever afkomstig van dieren van 
verschillende postnatale leeftijd de waarden gegeven van AW/M na 
afloop van de incubatie bij 37°. Elke incubatie werd in drievoud uit­
gevoerd. Er werden geen significante verschillen in AW/M geconsta­
teerd tussen de levers afkomstig van dieren van verschillende leeftijd. 
Wanneer wij, zoals ook in hoofdstuk V. 3 gesteld werd, de waarde 
van AW/M beschouwen als een maat voor de ouabaine-gevoelige 
opnamesnelheid van 8 6 R b + in de stukjes lever, dan kan geconcludeerd 
worden, dat ook deze opnamesnelheid over de bestudeerde periode niet 
significant verandert. Dit is in overeenstemming met de resultaten 
van de Na+-K+-ATPase-bepaling over dezelfde periode (fig. 21). 
Bij dieren die ouder waren dan 6 dagen, bleek het niet meer mogelijk 
stukjes lever van voldoende geringe dikte te verkrijgen. Wij zouden 
dan genoodzaakt zijn geweest coupes (van 0,5 mm dikte) van deze 
levers te snijden. De resultaten verkregen uit experimenten met derge­
lijke coupes mogen echter niet vergeleken worden met die verkregen 
voor stukjes lever, zoals deze bij jongere dieren werden vrijgeprepa-
reerd. De dikte en de oppervlakte van de snijvlakken zijn voor beide 
soorten preparaten zeer verschillend. Dit kan een te grote invloed 
hebben op de ionenbeweging. Uit een experiment waarbij zowel coupes 
als stukjes, afkomstig van dezelfde 12-daagse rattelever, werden ge­
ïncubeerd, bleek, dat levercoupes een aanzienlijk grotere AW/M op-
leverden dan stukjes lever, nl. 3,0 t.o. 1,6. Daarom hebben wij geen 
verdere experimenten uitgevoerd betreffende de opname van i , 6Rb+ 
in stukjes of coupes van levers van oudere dieren. 
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VI. 4. Discussie en conclusies 
Het kationentransport in de rattelever tijdens de pre- en postnatale 
ontwikkeling is door van Rossum (1961, 1963a) aan een uitgebreid 
onderzoek onderworpen. Op de volgende manier werd door deze 
auteur de actieve opname van K+-ionen in levercoupes gemeten: Na 
een preïncubatie bij I o gedurende 90 minuten, waarbij aan de coupes 
een belangrijk gedeelte van de totaal aanwezige hoeveelheid K+ werd 
onttrokken, werd gedurende 30 minuten bij 38° geïncubeerd. Door de 
werkzaamheid van de kationenpomp steeg de K+-concentratie in de 
coupes weer. Uit de resultaten, door van Rossum in tabellen verwerkt, 
hebben wij berekend, welk percentage van de tijdens de preïncubatie 
bij I o afgestane hoeveelheid K+ weer opgenomen wordt in de coupes 
tijdens de incubatie bij 38°. Men kan dit beschouwen als een maat voor 
de activiteit van de kationenpomp. Het resultaat wordt weergegeven 
in fig. 22. Men ziet een geleidelijke afname vanaf de 17e dag van de 
percentaje opgenomen К + — 
1 0 0 - , 
16 16 20 
ddjen von de dracht 
volwassen 
dajen postnataal geboorte 
Fig. 22. Actieve opname van K + in rattelevercoupes tijdens de pre- en postnatale 
ontwikkeling. De opname werd bepaald door de hoeveelheid K+ te meten, die 
tijdens de incubatie bij 38° door de coupes werd opgenomen. De hoeveelheid K + die 
tijdens de preïncubatie bij 1° uit de coupes was gelekt, werd gelijk 100 gesteld. (De 
in deze grafiek verwerkte gegevens zijn ontleend aan van Rossum (1961, 1963a)). 
dracht tot 1 uur postnataal, gevolgd door een snelle toename tot 12 uur 
postnataal. Vervolgens wordt geleidelijk het volwassen niveau bereikt. 
Bij vergelijking van deze grafiek met onze gegevens betreffende de 
Na+-K+-ATPase-activiteit, zoals deze zijn weergegeven in fig. 21, 
valt op, dat er een goede overeenstemming bestaat tussen de resultaten 
verkregen door middel van twee totaal verschillende methoden. De 
gemeten grootheden zijn blijkbaar parameters voor één zelfde activiteit, 
nl. de activiteit van de kationenpomp. 
Naast deze min of meer directe metingen van het actief kationen-
transportsysteem zijn ook onderzoekingen verricht omtrent het verloop 
van de kationenconcentraties in de rattelever gedurende de pre- en 
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postnatale période (Parsons en van Rossuin, 1961, Pascual-Leone en 
Mamey, 1967). Deze auteurs bepaalden de K+- en Na+-concentraties 
resp. per kg weefselvocht en per kg nat gewicht gedurende resp de 
postnatale en de prenatale periode. Uit de door deze onderzoekers 
tabellarisch weergegeven resultaten hebben wij de K/Na-verhouding 
berekend. Fig 23 toont het verloop van de K/Na-verhouding tijdens 
de periode vanaf de 19e dag van de dracht tot 40 dagen postnataal 
К / N a verhoudiny j-
4 0 
З О Н — ' 
dejen van de dracht geboorte 
2 5 3 0 4 0 
dajen postnataal 
Ftg 23 K/Na-verhoudmg in rattelever tijdens de pre- en postnatale ontwikkeling 
De K/Na-verhouding werd berekend door tijdens de prenatale penode de K+- en 
Na+-concentratie te bepalen per kg nat gewicht, tijdens de postnatale penode per 
kg weefselvocht (De in deze grafiek verwerkte gegevens zijn ontleend aan Parsons 
en van Rossum (1961) en aan Pascual-Leone en Mamey (1967)) 
Vanaf de 20e dag van de dracht tot 5 minuten postnataal neemt de 
K/Na-verhouding sterk af Daarna treedt een stijging op tot 3-5 dagen 
postnataal Het verloop van de curve blijkt weer overeenstemming te 
vertonen met de grafieken die onze resultaten en die van van Rossum 
weergeven (figuren 21 en 22). Men kan de volgens de hier geschetste 
methode berekende K/Na-verhouding eveneens beschouwen als een 
maat voor het vermogen van de levercellen om de K+-gradient over de 
celmembraan te handhaven 
Zoals m de voorgaande paragraaf werd beschreven, hebben wij geen 
verschillen geconstateerd m de actieve opnamesnelheid van 4 6 R b + in 
stukjes lever over de periode van 3 tot 6 dagen postnataal. Dit is in 
overeenstemming met onze bevindingen betreffende de Na + -K + -
ATPase-activiteit. Deze blijft gedurende de bedoelde periode eveneens 
ongeveer constant (fig. 21). Ook het verloop van de curven weerge­
geven in de figuren 22 en 23 vertoont m deze periode geen sterke 
stijging of dalmg. 
Wij mogen concluderen, dat de verandering van de Na + -K + -
ATPase-activiteit gedurende de pre- en postnatale ontwikkeling van 
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de rat een goed beeld geeft van de variatie van de kationenpomp-
activiteit in de rattelever gedurende deze periode. 
De Mg2+-ATPase-activiteit steeg vanaf de 20e dag van de dracht 
tot 2 dagen postnataal (fig. 21). Potter en medewerkers (1945) con-
stateerden eveneens, dat de ATPase-activiteit in de rattelever in 
dezelfde periode een sterke toename vertoonde. Ook hier begon de 
stijging enkele dagen vóór de geboorte. De activiteit van het barnsteen-
zuur dehydrogenase vertoonde een zelfde beeld. De oxydatiesnelheid 
van substraten als pyrodruivenzuur, oc-ketoglutaarzuur en citroenzuur 
is in homogenaten van rattelevers één dag vóór de geboorte eveneens 
aanzienlijk lager dan 2 dagen postnataal, zoals uit de waarnemingen 
van Dawkins (1959) blijkt. Het aantal mitochondriën per cel is volgens 
deze auteur in de embryonale lever veel kleiner dan in de volwassen 
lever. In de eerste twee dagen na de geboorte verdubbelt zich het aan-
tal. De toename in ademhalingsactiviteit van de leverhomogenaten is 
daarom verklaarbaar. De activiteit van het mitochondriële ATPase 
neemt om dezelfde reden toe. De door ons gevonden toename van de 
Mg2+-ATPase-activiteit zal, althans ten dele, ook hierop zijn terug 
te voeren, omdat de door ons in homogenaten gemeten Mg2 +-ATPase-
activiteit gedeeltelijk van mitochondriële oorsprong is. 
De bovengeschetste waarnemingen kunnen wellicht in verband ge-
bracht worden met de veranderingen in de energiehuishouding, die 
tijdens de pre- en postnatale periode in de rattelever plaats vinden. 
De embryonale rattelever voorziet in zijn energiebehoefte voornamelijk 
door middel van anaërobe glycolyse, waarbij glycogeen als energie-
bron dient (Dawkins, 1959). Het zuurstofverbruik is gering. Na de 
geboorte wordt van de lever volledige functionele werkzaamheid geëist. 
Het energieverbruik neemt dan sterk toe. Omdat het leverglycogeen nu 
als energiebron onvoldoende is geworden, moet energie geproduceerd 
worden in de vorm van ATP. Daar de рОг in neonatale weefsels hoger 
is dan in embryonale weefsels, kan A T P geleverd worden door middel 
van oxydatieve phosphorylering. Hiertoe moet de mitochondriënpopu-
latie zich uitbreiden. De lever schakelt over van anaërobe glycolyse op 
ademhaling (van Rossum, 1963b). 
Zoals boven reeds werd aangeduid, neemt na de geboorte de functio-
nele belasting van de lever sterk toe. Een voorbeeld van toename van 
een leverfunctie is de vorming van ureum. Prenataal werden lage activi-
teiten gevonden voor de enzymen, betrokken bij de ureumsynthese. 
Na de geboorte treedt een snelle stijging op (Charbonneau c.s., 1967; 
Illnerová, 1968; Räihä en Suihkonen, 1968). 
Een zeer belangrijke leverfunctie is de galproductie. Voor een goede 
darmresorptie van de met de moedermelk opgenomen vetten is een 
adequate productie van galzouten noodzakelijk. De uitscheiding van 
deze stoffen met de gal moet binnen korte tijd het vereiste niveau 
bereiken. 
73 
Naast galzouten wordt door de lever ook het bilirubine uitgescheiden. 
Vóór de geboorte wordt deze taak hoofdzakelijk door de placenta 
vervuld. De excretiecapaciteit voor bilirubine is, evenals die voor 
broomsulfaleïne, in de embryonale lever laag (Schenker c.s., 1964). 
De activiteit van het glucuronyltransferase, het enzym dat het bili-
rubine voor uitscheiding door de lever gereedmaakt door middel van 
glucuronidering, loopt van zeer lage waarden in de late prenatale 
periode snel op tot het volwassen niveau. Dit wordt binnen enkele 
dagen na de geboorte bereikt (Grodsky c.s., 1958; Shibata c.s., 1966). 
Deze toename in conjugatiecapaciteit van de neonatale rattelever doet 
een overeenkomstige toename in excretiecapaciteit voor bilirubine ver-
moeden. 
Als men nu aanneemt, dat de secretie van bilirubine een actief 
transportproces is, dat op een of andere wijze gekoppeld is aan het 
actief kationentransport (zie hoofdstuk VIII) , dan is het mogelijk, dat 
een toename van de excretiecapaciteit voor bilirubine gepaard gaat met 
verhoogde activiteit van de kationenpomp. 
Op grond van deze overwegingen kan men zich afvragen of aan de 
postnatale toename in activiteit van het kationentransport in de ratte-
lever een zelfde adaptief proces ten grondslag ligt als gepostuleerd werd 
voor de post-operationele stijging in de regenererende rattelever 
(Hoofdstuk V ) . Men moet echter wel in aanmerking nemen, dat in de 
groeiende rattelever ook voor andere belangrijke processen dan de gal-
productie een actief kationentransport noodzakelijk zal zijn. Verdere 
speculaties hieromtrent zullen wij, bij gebrek aan gegevens, hier achter-
wege laten. 
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H O O F D S T U K VII 
VARIATIE IN ATPase-ACTIVITEIT IN DE RATTELEVER 
G E D U R E N D E EEN 24-UURS-PERIODE 
VII. 1. Inleiding 
In hoofdstuk V hebben wij de veranderingen in activiteit beschreven, 
die het Na+-K+-ATPase-systeem in de rattelever ondergaat na partiële 
hepatectomie. In het begin van dit onderzoek hebben wij op verschil-
lende tijdstippen van de dag bij een aantal dieren de lever gedeeltelijk 
weggenomen. Na homogenisatie en lyophilisatie werd in deze levers 
de Na+-K+-ATPase-activiteit bepaald. De hierbij verkregen resultaten 
dienden als normaal-waarden voor de enzymactiviteit in de rattelever. 
Hierbij viel ons het volgende op: Bij dieren waarbij de operatie om 
21.00 uur uitgevoerd werd, lag de activiteit van het Na+-K+-ATPase-
systeem in de lever significant hoger, nl. 36% (P < 0,05), dan bij 
dieren die om 11.00 uur geopereerd werden (tabel XI) . 
Nu is het bekend, dat verschillende enzymen in de rattelever een 
Tabel XI 
Na+-K+-ATPase-activiteit in rattelever op verschillende tijdstippen 
van de dag 
T.jd i) 





(molen A T P gehydrolyseerd per kg 
droog gewicht per uur, bij 37°) 
0,374 ( ± 0,017) 
0,508 (±0 ,052) 
Verschil 
0,134 (±0 ,055) 
(0,01 < Ρ < 0,05) 3 ) 
1 ) Tijdstip waarop de dieren gedood werden 
2 ) De ATPase-activiteit van homogenaten werd gemeten in de media A, B, D en 
E. Het verschil tussen de activiteit in medium A en de gemiddelde activiteit in de 
media B, D en E gaf de Na+-K+-ATPase-activiteit. 
3 ) Berekend m b v. de t-toets van Student. 
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variatie in activiteit vertonen gedurende een 24-uurs-periode. Voor-
beelden zijn: glucose-6-phosphaat dehydrogenase (Potter en Ono, 
1961), barnsteenzuur dehydrogenase (von Mayersbach, 1965), trypto-
phaan pyrrolase (Potter c.s., 1966) en tyrosine transaminase (Wurt-
man en Axelrod, 1967). Daar onze belangstelling uitging naar de ver-
anderingen die het Na+-K+-ATPase-systeem in de rattelever onder 
verschillende omstandigheden (zoals tijdens regeneratie na partiële 
hepatectomie en in de pre- en postnatale ontwikkeling van de rat) 
ondergaat, besloten wij ook de variatie van de enzymactiviteit in een 
24-uurs-periode te bestuderen. In de volgende paragraaf worden de 
resultaten weergegeven van een systematisch onderzoek, dat zich uit-
strekte over een geheel etmaal. 
VII. 2. Verandering van Na+~K+-ATPase- en Mg^+-ATPase-activiteit 
in de rattelever gedurende een geheel etmaal 
Als proefdieren werden vrouwelijke Wistarratten gebruikt, die 2 à 
2,5 maand oud waren en waarvan het gewicht varieerde tussen 190 en 
230 g. De dieren waren in het Centraal Dierenlaboratorium gehuisvest 
in groepen van vijf in metalen kooien onder genormaliseerde omstan-
digheden: een constante temperatuur (23-24°) en een constante lucht-
vochtigheid (45-55% rel.). De dieren kregen standaard-rattevoer en 
drinkwater ad libitum. De verblijfplaats werd verlicht door het dag-
licht, dat door een klein venster kon binnendringen. 
Gedurende een periode van 24 uur, beginnende 's morgens om 
10.00 uur tot en met de volgende ochtend om 10.00 uur, werden elke 
2 uur 5 ratten gedood en de levers weggenomen. 
De bereiding van de levermonsters en de bepaling van de Na+-K+-
ATPase-activiteit geschiedden als beschreven in hoofdstuk II. 2 en 4. 
Bij deze reeks bepalingen hebben wij ons beperkt tot het meten van 
de ATPase-activiteit in de media A en E. De activiteit in medium E 
leverde de Mg2+-ATPase-activiteit, het verschil in activiteit tussen 
de media A en E de Na+-K+-ATPase-activiteit. 
De gemiddelde activiteit, zowel voor Na+-K+-ATPase als voor 
Mg2 +-ATPase, werd bepaald voor de groep van 5 dieren die op 
hetzelfde tijdstip gedood werden. Deze gemiddelde enzymactiviteiten 
werden in een grafiek uitgezet als functie van het tijdstip van de dag, 
waarop de dieren gedood werden. 
Het boven beschreven experiment werd tweemaal uitgevoerd, ni. in 
Juli 1966 en Augustus 1967. In beide gevallen werd ongeveer een zelfde 
resultaat verkregen, nl. een hogere Na+-K+-ATPase-activiteit ge-
durende de periode van 16.00 tot 02.00 uur in vergelijking met de 
periode van 02.00 tot 16.00 uur. Ook de Mg2+-ATPase-activiteit ver-
toonde, zij het minder duidelijk, een zelfde variatie. Daar beide experi-
menten onder volledig gelijke omstandigheden werden uitgevoerd (en 
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ook in hetzelfde jaargetijde), hebben wij de resultaten samengevoegd 
en de gemiddelde enzymactiviteiten berekend. 
Zoals uit fig. 24 blijkt, ligt de enzymactiviteit gedurende de periode 
van 16.00 uur tot 02 00 uur (de „donker-penode") op een hoger niveau 
dan gedurende de periode van 02 00 uur tot 16 00 uur (de „hcht-
penode"). Dit is voor beide enzymen het geval, meer evident voor 
M52*ATPase activiteit Na^-K'-ATPaee activiteit 
(mol ATP^ehydrolyseerd (mol ATPjehydrolyseerd 
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Fig 24 Na + -K + -ATPase- en Mg2 +-ATPase-activiteit m de rattelever gedurende een 
periode van 24 uur De ATPase-activiteit van homogenaten werd gemeten in de 
media A en E Het verschil in activiteit tussen de media A en E gaf de N a + - K + -
ATPase-activiteit, ( · · ) , de activiteit in medium E gaf de Mg 2 + -ATPase-
activiteit, (o o) De resultaten van twee experimenten werden gecombineerd 
Elk punt geeft de gemiddelde waarde weer voor de groep van 10 dieren die op het­
zelfde tijdstip gedood werden (5 dieren in elk experiment), met de standaardfout. 
Na + -K + -ATPase dan voor lV^ + -ATPase. In tabel XII wordt het 
resultaat weergegeven van een statistische analyse van de resultaten. 
Hierbij werd de parametervrije toets van Wilcoxon toegepast (II. 7). 
De activiteiten van zowel Mg 2 + -ATPase als Na + -K + -ATPase zijn 
gedurende de „donker-penode" significant hoger dan gedurende de 
„licht-penode". De in de voorgaande paragraaf van dit hoofdstuk 
genoemde 36% verhoging kwam naar voren uit een vergelijking tussen 
twee afzonderlijke tijdstippen uit resp. de „donker"- en „licht-penode", 
terwijl de in tabel XII weergegeven 22% verhoging betrekking heeft 
op het verschil tussen de gemiddelde activiteiten in beide perioden. 
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Tabel XII 
Veranderingen in ATPase-activiteit in rattelever gedurende 
een periode van 24 uur 
Na+-K+-ATPase 
Mg2+-ATPase 
Verhoging van activiteit1) 
(periode van 16 00-02 00 uur t o ν periode 
van 02 00-16 00 uur) 2 ) 
+ 22% (P = 0 0033)3) 
+ 15% (P = 0.013) 
1 ) De ATPase-activiteit van homogenaten werd gemeten in de media A en E 
Het verschil in activiteit tussen de media A en E gaf de Na+-K+-ATPase-activiteit, 
de activiteit in medium E gaf de Mga +-ATPase-activiteit 
2 ) De resultaten van twee expenmenten werden gecombineerd De gemiddelde 
waarde voor de groep van 60 dieren (30 in elk expenment), gedood gedurende de 
periode van 16 00-02 00 uur, werd vergeleken met die voor de groep van 70 dieren 
(35 in elk expenment), gedood gedurende de periode van 02 00-16 00 uur 
3 ) Berekend m b v de parametervrije toets van Wilcoxon De P-waarden van de 
beide afzonderlijke expenmenten werden gecombineerd 
VII. 3. Discussie en conclusies 
In de laatste jaren is bij een toenemend aantal enzymen in ver­
schillende dierlijke weefsels een verandering in activiteit gedurende 
een 24-uurs-periode waargenomen. W a t de rattelever betreft, zijn 
variaties geconstateerd voor de volgende enzymen glucose-6-phosphaat 
dehydrogenase (Potter en Ono, 1961), bamsteenzuur dehydrogenase 
(von Mayersbach, 1965), een met-specifiek esterase (von Mayersbach 
en Yap, 1965), tryptophaan pyrrolase (Potter cs., 1966), tyrosine 
transaminase (Wurtman en Axelrod, 1967) en verschillende pharmaca-
metabohserende enzymen, ni. die welke resp. aminopyrme, p-nitro-
anisol en hexobarbital oxyderen ( Radzialowski en Bousquet, 1967) 
Deze laatste groep enzymen is microsomaal-gebonden. De verande­
ringen in activiteit zijn voor deze enzymen kleiner (variaties van 26 tot 
100%) dan voor cytoplasmatische enzymen zoals de aminozuur-meta-
bohserende (tyrosine transaminase, tryptophaan pyrrolase), waarbij 
verschillen tot 400% zijn waargenomen (Wurtman c s , 1968). Het 
door ons gevonden verschil in activiteit van het membraan-gebonden 
Na + -K + -ATPase is eveneens betrekkelijk gering (tabel XII) Ook de 
Na+-K+-ATPase-activiteit in de rattenier vertoonde een dergelijk 
klein, significant verschil (11%) gedurende een 24-uurs-periode 
(Bakkeren с s , 1968). Al deze gegevens wijzen op een geringe moge­
lijkheid tot variatie van structuur-gebonden enzymen. 
De verandering in ATPase-activiteit gedurende een 24-uurs-periode 
is ook onderzocht in de lever van de hamster (Nishntsutsuji-Uwo с s , 
1967). De Mg2 +-ATPase-activiteit in de mitochondnen was gedurende 
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de „donker-periode" 21-25% hoger dan gedurende de „licht-periode". 
Bij dit onderzoek werden de „licht"- en „donker-periode" kunstmatig 
ingesteld· De door ons in rattelever-homogenaten waargenomen ver-
hoging van de Mg2+-ATPase-activiteit gedurende de „donker-periode" 
t.o.v. de „licht-periode" blijkt van dezelfde grootte-orde te zijn als ge-
vonden werd voor hamsterlevermitochondriën. 
Uit een onderzoek van Glick en Cohen (1964) bleek, dat de A T P -
productie in de rattelever gedurende de nacht verhoogd was t.o.v. de 
dag. Zij vonden in geïsoleerde mitochondriën een 40% verhoogde 
maximale oxydatiesnelheid voor barnsteenzuur, terwijl de P/O-ver-
houding gelijk gebleven was. Met appelzuur, citroenzuur of a-keto-
glutaarzuur als substraat werd een verhoging van de P/O-verhouding 
geconstateerd, terwijl de oxydatiesnelheid geen significante verandering 
onderging. Dus niet alleen het ATP-afbrekende maar ook het A T P -
synthetiserende systeem blijkt gedurende de „donker-periode" in activi-
teit te zijn toegenomen. In dit verband moet evenwel opgemerkt wor-
den, dat de stijging van de Mg2+-ATPase-activiteit in onze experi-
menten gedeeltelijk veroorzaakt kan zijn door ontkoppeling van de 
oxydatieve phosphorylering in de mitochondriën. Het is zeer wel 
mogelijk, dat een dergelijke ontkoppeling heeft plaats gevonden tijdens 
onze bereiding van de enzympreparaten. 
Er treedt in de nachturen een stijging van het energiemetabolisme 
in de lever op. Glick en Cohen hebben in dit verband gewezen op de 
mogelijkheid, dat de lichamelijke inspanning van de dieren hierbij een 
rol zou spelen. Ratten zijn gedurende de nacht het meest actief 
(Browman, 1937). Uit de experimenten van Glick en Cohen blijkt 
echter, dat de motorische activiteit van de ratten niet de enige oorzaak 
kan zijn van de waargenomen biochemische veranderingen. Een andere 
factor, die men bij dit soort experimenten niet uit het oog mag ver-
liezen, is de regelmaat van de voedselopname door de proefdieren. 
Ratten eten onder normale omstandigheden 's nachts. Het tyrosine 
transaminase uit de rattelever vertoont een 24-uurs ritme met een 
maximum gedurende de nacht. Geeft men de dieren echter alleen 
voedsel gedurende de ochtenduren (tussen 08.00 en 12.00 uur), 
dan verandert het ritme totaal: de hoogste activiteit werd nu 's morgens 
om 11.00 uur gevonden (Fuller en Snoddy, 1968). De variatie in 
activiteit van dit enzym mag dus niet als een endogeen biologisch ritme 
worden beschouwd. Het voedingsschema is in dit geval bepalend voor 
het ritme. 
Tenslotte willen wij hier wijzen op de mogelijkheid, dat de ritmische 
schommelingen in enzymactiviteit onder hormonale controle staan. 
Ook de plasma-concentraties van de hormonen uit bijnierschors en 
hypophyse vertonen namelijk cyclische veranderingen gedurende een 
24-uurs-periode (Critchlow c.s., 1963; Retiene c.s., 1968). Rapoport 
c.s. (1966) vonden een correlatie tussen de cyclische variaties van 
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resp. de tryptophaan pyrrolase-activiteit in de muizelever en de corti-
costeron-concentratie in het plasma. Na adrenalectomie bleek het ritme 
van de enzymactiviteit verdwenen te zijn. De ritmische veranderingen 
in activiteit van het tyrosine transaminase bleven echter bestaan na 
adrenalectomie of hypophysectomie (Wurtman en Axelrod, 1967). Bij 
laatstgenoemd enzym wordt het ritme echter, zoals boven werd ver-
meld, bepaald door het voedingsschema. 
Hoewel door ons uitgevoerde experimenten (Bakkeren c.s., 1968) 
de mogelijkheid aanduiden, dat de Na+-K+-ATPase-activiteit in de 
rattenier door de hormonen van de bijnierschors beïnvloed wordt, zijn 
er geen bewijzen voorhanden, die dit ook voor het Na+-K+-ATPase-
systeem in de lever aannemelijk maken. De door ons geconstateerde 
verhoging van de Na+-K+-ATPase-activiteit in de rattelever na partiële 
hepatectomie blijkt niet gepaard te gaan met een overeenkomstige ver-
andering van de corticosteronconcentratie in het plasma (V. 3) . Uit 
een recent onderzoek van Gallagher en Glaser (1968) blijkt bovendien, 
dat adrenalectomie geen verandering in Na+-K+-ATPase-activiteit in 
rattehersenen veroorzaakt. De enzymactiviteiten in verschillende or-
ganen van hetzelfde dier reageren blijkbaar niet op dezelfde wijze op 
hormonale prikkels. 
Uit onze experimenten blijkt dus, dat de variatie van de Na+-K+-
ATPase-activiteit niet het gevolg kan zijn van de veranderingen in de 
corticoïdenspiegel in het plasma. Welk ander mechanisme ten grond-
slag ligt aan de variatie in activiteit van Na+-K+-ATPase en Mg 2 + -
ATPase in de rattelever is echter niet duidelijk geworden. Het staat 
evenwel vast, dat ook voor deze enzymsystemen geldt, dat bij bepaling 
van de activiteit rekening moet worden gehouden met het tijdstip van 
de dag, waarop de proefdieren gedood worden. Bovendien is het een 
belangwekkend feit, dat ook een structuur-gebonden enzymsysteem 




ACTIEF K A T I O N E N T R A N S P O R T EN GALSECRETIE 
VIII. 1. Inleiding 
Bij de bespreking van de invloed van partiële hepatectomie op het 
actief kationentransport in de rattelever (V. 6) hebben wij gewezen 
op de mogelijkheid, dat er verband bestaat tussen de activiteit van de 
kationenpomp in de lever en de galsecretie. Wij zullen in dit hoofdstuk 
nader ingaan op het mechanisme van de galsecretie en tevens enkele 
experimenten beschrijven betreffende de invloed van ouabaine op de 
secretie van gal. 
De door de lever uitgescheiden gal is nagenoeg isotoon met plasma 
(Wheeler, 1965a; Sperber, 1965; Lathe, 1967). De concentratie van 
electrolyten is ongeveer gelijk aan die in plasma; eiwitten zijn vrijwel 
niet aanwezig in gal. Daarentegen is de concentratie van andere 
stoffen, zoals galzouten en galpigmenten (bilirubine), in gal vele malen 
groter dan in plasma. Ook vele lichaamsvreemde stoffen worden in de 
gal geconcentreerd. Hieronder bevinden zich zowel een grote ver-
scheidenheid van organische anionen (b.v. broomsulfaleïne (B.S.P.), 
phenolrood en p-aminohippuurzuur) als de organische quater-
naire ammoniumverbinding procaïne-amide ethobromide (p-amino-
N - [2-(trimethylammonium)ethyl] benzamide bromide, hydrobromide) 
(Wheeler, 1965b; Schanker, 1965). Volgens recente waarnemingen 
van Kupferberg en Schanker (1968) wordt door de rat ook ouabaine 
na intraveneuze injectie snel in hoge concentratie met de gal uitge-
scheiden. 
Van verschillende stoffen is bekend, dat uitscheiding in de gal-
kanaaltjes voorafgegaan wordt door ophoping in de leverparenchym-
cellen. Dit is b.v. het geval voor fluoresceïne (Hanzon, 1952), B.S.P. 
(Brauer en Pessotti, 1950), bilirubine (Brown es. , 1964) en ook voor 
ouabaine (Kupferberg en Schanker, 1968). Bij het daaropvolgende 
transport van deze stoffen van levercel naar galkanaaltje moet nog-
maals een, in vele gevallen zeer steile, concentratiegradiënt overwonnen 
worden (Wheeler с.s., 1960). 
Voor diverse stoffen, zowel endogene als exogene, is het noodzake­
lijk, dat zij, alvorens met de gal te kunnen worden uitgescheiden, in 
de levercel geconjugeerd worden met verbindingen als b.v. glucuron-
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zuur, zwavelzuur of taurine. Deze conjugatie doet de wateroplosbaar­
heid in de meeste gevallen toenemen en bevordert daardoor de uit­
scheiding met de gal. Voor de uitscheiding van bilirubine is de vooraf­
gaande glucuronidering een vrijwel absoluut vereiste (Arias с.s., 1961 ). 
Het feit, dat de concentratie van een bepaalde stof in gal vele malen 
groter kan zijn dan in plasma, maakt het onwaarschijnlijk, dat deze stof 
eenvoudig door passieve diffusie in de gal terechtkomt. Men moet 
daarom aannemen, dat een actief transportproces bij de secretie van 
dergelijke stoffen door de lever een rol speelt. Hiervoor kunnen nog 
andere argumenten aangevoerd worden. Op de eerste plaats zijn bij 
de secretie van verschillende stoffen, b.v. galzouten, bilirubine en 
B.S.P., verzadigingsverschijnselen waargenomen (Lathe, 1967). De 
lever vertoont een maximale transportcapaciteit voor deze stoffen. 
Bovendien bestaat er een onderlinge competitie tussen de verschillende 
stoffen, die met de gal worden uitgescheiden. Dit is in overeenstemming 
met de z.g. carrierhypothese voor actieve transportprocessen (Albers, 
1967). Tenslotte is ook gebleken, dat de galsecretie metabolische 
energie vereist. Door remmers van ademhaling of glycolyse, b.v. kalium-
cyanide, monojoodazijnzuur, 2,4-dinitrophenol en natriumazide, wordt 
de secretie verminderd (Vanlerenberghe, 1958; Vanlerenberghe c.s., 
1963; Bizard c.s., 1960). Door temperatuurverlaging wordt een zelfde 
effect verkregen (Vanlerenberghe c.s., 1967). 
De hier weergegeven argumenten pleiten alle voor de hypothese, 
dat bij de secretie van diverse stoffen met de gal een of ander actief, 
in de zin van energie-vereisend, transportproces een rol speelt. Daar 
bij een actieve secretie van b.v. galzouten de osmolariteit van de gal 
in de galcapillairen verhoogd zou worden, zal water passief volgen 
(Sperber, 1959). Volgens deze zienswijze zijn onder physiologische 
omstandigheden de geconjugeerde galzouten verantwoordelijk voor de 
galproductie. Zij zijn als gevolg van endogene synthese en entero-
hepatische kringloop voortdurend in voldoende hoeveelheid in de lever­
cellen beschikbaar. Door toediening van galzouten of van andere 
stoffen die actief met de gal worden uitgescheiden, kan een kunstmatige 
cholerese worden opgewekt. 
Naast het hierboven beschreven mechanisme, dat de belangrijkste 
rol speelt bij de galproductie, is nog een tweede mechanisme voor­
gesteld, nl. een door het hormoon secretine gestimuleerde uitscheiding 
van een electrolytoplossing, die isosmotisch is met de primair door de 
leverparenchymcellen uitgescheiden gal (Wheeler, 1965a). Dit proces 
is waarschijnlijk gelocaliseerd in het distale segment van de galafvoer-
weg, nl. in het epitheel van galductuli en -ductus (Chenderovitch, 
1968). Het verloopt onafhankelijk van de door de uitscheiding van 
galzouten opgewekte galsecretie door de levercellen. De drijvende 
kracht achter deze secretine-gestimuleerde secretie is onbekend. 
Tenslotte moet hier nog de mogelijkheid genoemd worden, dat er 
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bovendien een actief reabsorptiemechanisme voor anorganische ionen 
bestaat in verder verwijderde gedeelten van de galafvoerweg (Wheeler, 
1965a). Deze hypothese is tot nu toe echter niet veel meer dan specu-
latie. 
Bovenstaande overwegingen in aanmerking nemende moet men de 
gal, zoals deze uiteindelijk in het duodenum wordt uitgescheiden, be-
schouwen als het resultaat van de activiteit van alle delen van de 
galafvoerweg en niet alleen van de leverparenchymcellen. 
Uitgaande van de veronderstelling dat de secretie van gal op een of 
andere wijze aan een actief kationentransportproces gekoppeld zou 
zijn, hebben wij nagegaan, of de galproductie bij de rat in vivo door 
intraveneuze toediening van ouabaine, een specifieke remmer van het 
actief kationentransport, kon worden geremd. Bij verscheidene secre-
torische processen, zoals de vorming van cerebrospinale vloeistof 
(Vates es. , 1964), de vorming van kamerwater in het oog (Bonting 
en Becker, 1964) en de secretie van pancreassap (Ridderstap en 
Bonting, 1968a), is het namelijk mogelijk gebleken de secretie te rem-
men door locale toediening van ouabaine. 
Daar bij het verzamelen van gal via een fistel de enterohepatische 
kringloop van de galzuren wordt onderbroken, is het nodig (Light 
es. , 1959; Wheeler en Ramos, 1960) het op deze wijze ontstane tekort 
aan galzuren aan te vullen door een constant intraveneus infuus met 
een natriumcholaatoplossing aan te leggen. Cholzuur is het belang-
rijkste galzuur in de rattegal (Eriksson, 1957). 
VIII. 2. Galsecretie in vwo bij de rat1) 
Als proefdieren werden mannelijke Wistarratten gebruikt, die 2 à 
2,5 maand oud waren en tussen 190 en 230 g wogen. De dieren werden 
genarcotiseerd met pentobarbital (Abbott S.A., Brussel) (45 mg/kg 
lichaamsgewicht; intraperitoneaal). Tijdens het experiment werd de 
narcose onderhouden door kleine hoeveelheden pentobarbital intra-
peritoneaal toe te dienen. De buikholte werd geopend via een kleine 
mediane incisie. Vervolgens werd de ductus choledochus vrijgeprepa-
reerd en gecannuleerd met behulp van een polyethyleen catheter (0,2-
0,3 mm uitwendige diameter). Er werd zorg voor gedragen, dat de 
punt van de catheter op voldoende afstand bleef liggen van de samen-
vloeiing van de ducti hepatici. Gal werd verzameld in micro-reageer-
buizen (4 mm inwendige diameter; 4,5 cm lengte) met intervallen van 
10 minuten. 
In de rechter vena femoralis werd, nadat deze via een kleine incisie 
was blootgelegd en vrijgeprepareerd, een polyethyleen cannule (0,2-
0,3 mm uitwendige diameter) ingebracht, die verbonden was met een 
1) De hier beschreven experimenten werden uitgevoerd in samenwerking met 
Drs. A. S. Ridderstap, waarvoor wij onze oprechte dank betuigen. 
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automatische microperfusor. Deze pompte met constante snelheid 
(10 μΐ/min) een 1,5% natriumcholaatoplossing in de ader, zodat 150 γ 
natriumcholaat per minuut werd toegediend. Het infuus werd gestart, 
voordat de eerste gal fractie werd opgevangen. 
Het volume van de galmonsters werd bepaald door weging. Aan­
gezien het soortelijk gewicht van de gal 1,00 bleek te bedragen, kon 
het gewicht (in mg) gelijkgesteld worden aan het volume (in μΐ). 
Bij een achttal proefdieren hebben wij gedurende 3 uur gal ver­
zameld, verdeeld over perioden van 10 minuten. In fig. 25 is, als ge­
middelde voor 8 dieren, het verloop van de galsecretie weergegeven. 
Uit de grafiek blijkt, dat de secretie onder de proefomstandigheden 
jaleecretip (/i I /10 mm) 
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Fig. 25. Galsecretie bi] de rat in vivo. De hoeveelheid gal werd gemeten, die in een 
periode van 10 minuten werd uitgescheiden. Vanaf het begin van het experiment 
werd intraveneus natriumcholaat geperfundeerd (150 γ per minuut). Na 3 uur werd 
het experiment gestaakt. Elke uitgezette waarde geeft het gemiddelde weer voor 
8 dieren. 
vrijwel constant bleef. De gemiddelde galproductie per 10 minuten 
bedroeg 112,6 μΐ. Hoewel tussen de verschillende proefdieren onderling 
aanzienlijke variatie in secretie werd waargenomen, bleef de secretie-
snelheid bij de afzonderlijke dieren gedurende de duur van het experi­
ment relatief constant. 
VIII. 3. Natrium-, kalium- en cholzuurconcentraties in gal van 
de rat in vivo 
De N a + - en K+-concentraties in rattegal werden vlamfotometrisch 
bepaald (II. 6) . Fig. 26 geeft, als gemiddelde voor 8 dieren, het verloop 
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van beide concentraties weer gedurende een periode van 3 uur. De 
Na+-concentratie bleef gedurende de duur van ieder experiment relatief 
constant. De gemiddelde waarde bedroeg 143 mmol/1. De K+-concen-
tratie vertoonde na ongeveer één uur een lichte stijging. Een dergelijke 
Na*- concentratie 
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Fig. 26. Concentraties van N a + en K+ in rattegal in vivo. De Na + - en K+-concen-
traties werden gemeten m de hoeveelheid gal die in een periode van 10 minuten werd 
uitgescheiden. Vanaf het begin van het experiment werd intraveneus natriumcholaat 
geperfundeerd ( 1 5 0 γ per minuut). Na 3 uur werd het experiment gestaakt. Elke 
uitgezette waarde geeft het gemiddelde weer voor 8 dieren. 
stijging werd eveneens waargenomen voor het gehalte aan kalium in 
pancreassap van de hond in vivo (Ridderstap en Bonting, 1968b). 
Wellicht speelt hierbij een lek van kaliumionen uit bij de operatieve 
ingreep beschadigde cellen een rol. Een post-operatieve stijging van 
de K+-concentratie in plasma is reeds langer bekend (Schwab en 
Kühns, 1959). Gemiddeld over de gehele proefperiode bedroeg de K+-
concentratie in de gal 4,17 mmol/1. 
De cholzuurconcentratie werd bepaald volgens de methode van Irvin 
c.s. (1944) zoals beschreven in hoofdstuk II. 6. Hierbij reageert chol-
zuur met furfural onder vorming van een roodgekleurde verbinding, 
die spectrofotometrisch bepaald wordt. Volgens deze methode wordt 
het totale (vrij en met taurine geconjugeerd) cholzuurgehalte bepaald. 
Taurocholzuur maakt ca. 80% uit van de totale hoeveelheid galzuren 
in rattegal. De overige 20% bestaat uit taurochenodesoxycholzuur 
(Eriksson, 1957). Dit laatste galzuur vertoont geen reactie in de be-
paling volgens Irvin. Bepaling van het (tauro)cholzuurgehalte geeft 
dus een goed beeld van de hoeveelheid galzuur, die in rattegal aan-
wezig is. 
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Fig. 27 toont, als gemiddelde voor 8 dieren, het verloop van de chol­
zuurconcentratie gedurende een periode van 3 uur. In fig. 27 wordt 
voor dezelfde periode de hoeveelheid cholzuur uitgescheiden per 10 mi­
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Fig. 27. Concentratie van cholaat in rattegal in vivo en hoeveelheid cholaat door 
de rat met de gal in vivo uitgescheiden. De cholaatconcentratie werd gemeten in de 
hoeveelheid gal die in een penode van 10 minuten werd uitgescheiden. Vanaf het 
begin van het experiment werd intraveneus natriumcholaat geperfundeerd (150 γ per 
minuut). Na 3 uur werd het experiment gestaakt. Elke uitgezette waarde geeft het 
gemiddelde weer voor 8 dieren. 
grootheden bleken gedurende de proefperiode redelijk constant te 
blijven. De gemiddelde cholzuurconcentratie bedroeg over de periode 
van 3 uur 0,613%. De gemiddelde hoeveelheid cholzuur uitgescheiden 
per 10 minuten bedroeg over dezelfde periode 0,691 mg. Evenals bij 
de galsecretie het geval was, bleken ook voor de beide bovengenoemde 
grootheden tussen de verschillende proefdieren onderling grote ver­
schillen op te treden. Per afzonderlijk experiment bleven beide para­
meters echter relatief constant. 
VIII. 4. De invloed van ouabaine op de secretiesnelheid en op de 
kalium-, natrium- en cholzuurconcentraties 
van rattegal in vivo 
De invloed van ouabaine op secretiesnelheid en samenstelling van 
rattegal hebben wij bestudeerd door het hartglycoside in de bloed-
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voorziening van de lever, ni. m de vena porta, m te spuiten en ver-
volgens, per periode van 10 minuten, het volume en de kalium-, natnum-
en cholzuurconcentraties van de uitstromende gal te bepalen. 
Omdat de rat weinig gevoelig is voor ouabaine (III. 9) , waren wij 
genoodzaakt hoge doses van het hartglycoside in te spuiten. Te grote 
doses evenwel hebben waarschijnlijk een fatale werking op het adem-
halingscentrum in de hersenen van het proefdier, zodat ademstilstand 
optreedt en het dier overlijdt. Voor de rat is de lethale dosis ouabaine 
bij intraveneuze injectie 26,4 mg/kg lichaamsgewicht (Lendle en 
Mercker, 1961). Daarom waren wij zeer beperkt in de keuze van de 
grootte van de in te spuiten dosis ouabaine. Bij doses van 6-8 mg/kg 
lichaamsgewicht kon de secretie van gal geremd worden, terwijl de 
proefdieren in redelijke conditie verkeerden gedurende het experiment. 
In enkele gevallen, waarin de gebruikte dosis voor het dier lethaal 
bleek, was echter de herstelphase na de maximale remming van de gal-
secretie (fig. 28) reeds ingetreden. 
Fig. 28 geeft een voorbeeld van intraveneus toegediend ouabaine op 
de secretiesnelheid van rattegal in vivo. Er viel een duidelijke remming 





O i r I I I 1 
0 50 100 150 200 250 
tijd (mm) 
Fig 28 Invloed van intraveneus toegediend ouabaine op de galsecretie bij de rat in 
vivo De hoeveelheid gal werd gemeten, die m een periode van 10 minuten werd 
uitgescheiden Vanaf het begin van het experiment werd intraveneus natnumcholaat 
geperfundeerd (150 y per minuut) Na 95 minuten werd 6 13 mg ouabaine per kg 
lichaamsgewicht ingespoten Na 3 uur en 50 minuten werd het experiment gestaakt 
chotaat 
l H ui 
ouabaine 
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t.o.v. de gemiddelde secretiesnelheid gedurende de periode vóór in-
spuiten van het hartglycoside Daarna kwam de secretiesnelheid weer 
terug op het oude niveau. 
In fig. 29 wordt een voorbeeld gegeven van de invloed van intra-
cholaatconcentrabe hoeveelheid uitjeechetden 





0 Ι ι ι ' i v 
0 50 100 150 200 
t y d t m i n j 
Ptg 29 Invloed van intraveneus toegediend ouabaine op de concentratie van cholaat 
in rattegal in vivo en op de hoeveelheid cholaat door de rat met de gal in vivo uitge­
scheiden De cholaatconcentratie werd gemeten in de hoeveelheid gal die in een 
periode van 10 minuten werd uitgescheiden Vanaf het begin van het experiment 
werd intraveneus natnumcholaat geperfundeerd (150 γ per minuut) Na 78 minuten 
werd 7,15 mg ouabaine per kg lichaamsgewicht ingespoten Na 3 uur werd het expe­
riment gestaakt 
veneus ingespoten ouabaine op de cholzuurconcentratie in gal en op 
de hoeveelheid cholzuur uitgescheiden per 10 minuten. In het hier 
weergegeven experiment daalde de cholzuurconcentratie met 31,0% 
t o v. de gemiddelde waarde vóór injectie. De absolute hoeveelheid uit-
gescheiden cholzuur per 10 minuten daalde in dit geval met 40,0%. 
Beide grootheden bereikten hun maximale waarde 32 minuten na in-
spuiten van het hartglycoside. Daarna namen beide weer toe, totdat 
het oude niveau was bereikt. 
De kaliumconcentratie in rattegal vertoonde onmiddellijk na in-
spuiten van ouabaine een stijging (fig. 30). De maximale concentratie 
werd bereikt ongeveer 50 minuten na toediening Daarna trad een 
geleidelijke afname in. De natnumconcentratie vertoonde een lichte, 
maar significante daling na toediening van ouabaine (fig. 30). 
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Fig. 30. Invloed van Intraveneus toegediend ouabaine op de concentraties van N a + 
en K+ in rattegal in vivo. De Na + - en K+-concentraties werden gemeten in de hoe­
veelheid gal die in een periode van 10 minuten werd uitgescheiden. Vanaf het begin 
van het experiment werd intraveneus natriumcholaat geperfundeerd (150 γ per 
minuut). Na 81 minuten werd 6,65 mg ouabaine per kg lichaamsgewicht ingespoten. 
Na 2 uur en 40 minuten werd het experiment gestaakt. 
Tabel XIII geeft, als gemiddelde voor 6 dieren, een samenvatting 
van de procentuele veranderingen van de verschillende parameters, 
vergeleken met de gemiddelde waarden vòòr toediening van ouabaine. 
Zowel de secretiesnelheid van de gal als de absolute hoeveelheid en 
concentratie van uitgescheiden cholzuur vertoonden een significante 
daling, die maximaal was op hetzelfde tijdstip (35-40 minuten na in-
spuiten van ouabaine). De kaliumconcentratíe bereikte haar maximale 
waarde bijna één uur na toediening. Dan werd ook de grootste daling 
van de natriumconcentratie waargenomen. 
VIII. 5. Discussie en conclusies 
De verhoging van de K+-concentratie in rattegal na toediening van 
ouabaine en de daarmee gepaard gaande verlaging van de Na+-con-
centratie is waarschijnlijk terug te voeren op verlies van K+-ionen en 
tegelijk opname van Na+-ionen door de levercellen. Ouabaine remt 
immers de kationenpompactiviteit van de levercel (Hoofdstukken III 
en V ) . Daardoor zal weinig Na+ uit de levercellen gepompt worden. 
Na+-ionen zullen naar binnen lekken en K+-ionen naar buiten. De 
extracellulaire ruimte zal rijker worden aan K+ en armer aan Na+ . 
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Tabel XIII 
Verandering van secretiesnelheid en samenstelling van rattegal in vivo 
na intraveneuze toediening van ouabaine * ) 










(mg/10 mm ) 
K+-concentratie 



















- 1 5 % ( ± 4 % ) 
( P < 0 , 0 5 ) * * ) 
2 0 % ( ± 5 % ) 
( P < 0 0 1 ) * * ) 
— 2 8 % ( ± 3 % ) 
( P < 0 0 1 ) * * ) 
+ 151% ( ± 2 0 % ) 
( P < 0 0 1 ) * * ) 
— 7 % ( ± 2 % ) 





34' ( ± 2 ' ) 
40' ( ± 4') 
3 5 ' ( ± 3 ' ) 
5 7 ' ( ± 5 ' ) 
4 7 ' ( ± 5 ' ) 
*) Gemiddelde waarden voor 6 ratten vóór en na intraveneuze toediening van 
6,1-7 9 mg ouabaine per kg lichaamsgewicht gedurende de 8e collectie (1 collectie 
= 10 minuten) 
**) Berekend m b v de t-toets van Student 
Dit zal zijn weerslag hebben op de K+- en Na+-concentraties in de gal 
De verlaging van de Na+-concentratie kan ook gedeeltelijk veroor-
zaakt worden door de afname van de cholaatconcentratie. Het Na+-ion 
kan beschouwd worden als het voornaamste tegenion van het cholaat-
ion. 
Volgens de hypothese van Sperber (1959) is de uitscheiding van 
galzuren met de gal een actief transportproces (VIII. 1). De door ons 
geconstateerde remming van de cholaatuitscheiding (tabel XIII) bij 
intraveneuze injectie van ouabaine lijkt op het eerste gezicht een be-
vestiging van deze hypothese Bij nadere kritische beschouwing van de 
verkregen gegevens blijkt echter een meer gecompliceerd beeld naar 
voren te komen. Niet alleen de hoeveelheid uitgescheiden cholaat blijkt 
nl. verminderd te zijn, maar ook de concentratie in de gal is afgenomen. 
Volgens de zienswijze van Sperber zou bij afnemen van de hoeveelheid 
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uitgescheiden galzuren de hoeveelheid uitgescheiden gal evenredig af-
nemen. De galzuurconcentratie zou dan gelijk moeten blijven. In onze 
experimenten namen wij echter een afname waar. 
In dit verband zou actieve secretie van ouabaine met de gal (Kupfer-
berg en Schanker, 1968) een belangrijke rol kunnen spelen. Zoals het 
actief transport van galzouten vanuit de levercellen naar de gal-
kanaaltjes volgens Sperber's hypothese gevolgd wordt door passief 
transport van water, zo zou men een analoge situatie kunnen veronder-
stellen voor de actieve secretie van ouabaine. Ouabaine zou dan een 
cholerese opwekken. Nemen we nu aan, dat ouabaine enerzijds de 
actieve galzuursecretie, en als gevolg daarvan de galuitscheiding, remt, 
maar anderzijds, doordat het zelf actief wordt uitgescheiden, de gal-
uitscheiding bevordert, dan zal bij intraveneuze toediening van ouabaine 
een biphasisch effect op de galsecretie optreden. Kupferberg en 
Schanker namen actieve secretie van ouabaine waar bij inspuiten van 
1 mg/kg lichaamsgewicht, terwijl wij remming van de galproductie 
verkregen bij inspuiten van 6-8 mg/kg lichaamsgewicht. 
De boven geschetste gedachtengang volgend is het niet meer ver-
wonderlijk, dat in onze experimenten bij intraveneuze injectie van 
ouabaine de hoeveelheid uitgescheiden gal minder afneemt dan de 
hoeveelheid uitgescheiden galzuren. Ook de afname van de galzuur-
concentratie zou op deze wijze verklaard kunnen worden. 
Zoals uit de in dit hoofdstuk beschreven experimenten blijkt, heeft 
intraveneuze toediening van ouabaine bij de rat geen duidelijk effect. 
Uit onze waarnemingen is evenwel toch naar voren gekomen, dat de 
door ons gebruikte dosis ouabaine een remmende werking heeft op de 
secretie van galzuren. Uit de experimenten kan niet geconcludeerd 
worden, dat ouabaine rechtstreeks het actief transport van galzuren 
vanuit de levercellen naar de galkanaaltjes remt. Het zou ook kunnen 
zijn, dat de activiteit van de kationenpomp essentieel is voor een actief 
transport van galzuren vanuit het bloed via de levercellen naar de gal. 
Hierbij moet in het midden gelaten worden, of de kationenpomp recht-
streeks gekoppeld is aan het actief transportmechanisme van galzuren 
of dat de door de activiteit van de kationenpomp gehandhaafde lage 
Na+ - en hoge K+-concentratie in de levercellen een noodzakelijke voor-
waarde is voor dit transportmechanisme. Onze experimenten kunnen 
hieromtrent geen uitsluitsel geven. 
In hoofdstuk V hebben wij de aandacht gevestigd op het overeen-
komstige verloop van galsecretie en kationenpompactiviteit in de re-
genererende rattelever na partiële hepatectomie. Wij hebben daar het 
denkbeeld naar voren gebracht, dat er een verband zou kunnen bestaan 
tussen galsecretie en kationenpomp. Ook de resultaten van de in dit 
hoofdstuk beschreven experimenten wijzen in deze richting. 
Behalve de hier beschreven remming van de galproductie in vivo door 
ouabaine, is ook bij toediening van een aantal andere enzymremmers 
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een vermindering van de galproductie geconstateerd. Vanlerenberghe 
en medewerkers (1958; 1963) namen bij de geïsoleerde, geperfun-
deerde rattelever een duidelijke remming van de galproductie waar bij 
toediening van kaliumcyanide, monojoodacetaat of natriumazide. 2,4-
dinitrophenol had een zelfde effect (Bizard c.s., 1960). Slater en 
Griffiths (1965) vonden bij toediening van natriummalonaat in vivo 
bij de rat eveneens een remming van de galproductie. Het is aanneme-
lijk, dat deze stoffen hun remmende werking uitoefenen door de pro-
ductie van metabolische energie nodig voor de actieve secretie van de 
galbestanddelen te verminderen. De remmende werking van ouabaine 
kan daarentegen meer specifiek gericht zijn op de actieve transport-
processen die bij de galsecretie een rol spelen. 
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S A M E N V A T T I N G 
In levercellen wordt, zoals in de meeste andere dierlijke cellen het 
geval is, een hoge concentratie aan K+-ionen en een lage concentratie 
aan Na+-ionen m stand gehouden door de werking van een kationen-
pomp. Het door Na + - en K+-ionen tezamen geactiveerde en door hart-
glycosiden rembare ATPase-systeem, dat m de membranen van dier-
lijke cellen aanwezig is, wordt geacht nauw verbonden of zelfs identiek 
te zijn met het kationenpompsysteem 
Wij hebben in dit proefschrift enige onderzoekingen beschreven 
omtrent de eigenschappen van het (Na+ + K+)-geactiveerde ATPase-
systeem in de rattelever. Tevens hebben wij de veranderingen be-
studeerd, die de activiteit van de kationenpomp in de rattelever onder-
gaat tijdens de groei, zowel na partiele hepatectomie als tijdens de 
normale pre- en postnatale ontwikkeling. Ook de veranderingen in 
Na+-K+-ATPase-activiteit in de lever gedurende een periode van 
24 uur hebben wij in ons onderzoek betrokken. In verband met de 
mogelijkheid dat de kationenpomp een rol zou kunnen spelen bij de 
secretie van gal, hebben wij voorts enige experimenten uitgevoerd 
omtrent de invloed van het hartglycoside ouabaine op de galsecretie 
bij de rat m vivo. 
In hoofdstuk I is in het kort het huidige inzicht weergegeven in het 
mechanisme van de kationenpomp en het verband hiervan met het 
Na+-K+-ATPase-systeem Tevens is aandacht gewijd aan de functie 
van het kationenpompsysteem in dierlijke cellen, met name in verband 
met secretonsche processen. 
Hoofdstuk II behandelt de bij dit onderzoek toegepaste methodieken. 
Naast enkele chemische bepalingen zijn de bepalingsmethoden voor 
Na+-K+-ATPase- en K+-geactiveerde p-nitrophenylphosphatase-acti-
viteit beschreven. In dit hoofdstuk zijn voorts methoden voor de be-
paling van het actief transport van Rb+ en van het passief transport 
van Rb+ en Na+ in levercoupes gegeven. 
De resultaten van een onderzoek naar de eigenschappen van het 
(Na+ + K+)-geactiveerde ATPase-systeem uit de rattelever zijn 
neergelegd in hoofdstuk III. Het enzymsysteem blijkt voornamelijk 
gelocahseerd te zijn in de plasmamembranen. Om de Na+-K+-ATPase-
activiteit nauwkeuriger te kunnen meten werden de leverhomogenaten 
onderworpen aan een voorbehandeling met een geconcentreerde ureum-
oplossing Hierdoor neemt de Mg2+-ATPase-activiteit sterk af, terwijl 
de Na+-K+-ATPase-activiteit vrijwel onveranderd blijft, zodat het 
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percentage Na+-K+-ATPase in het enzympreparaat aanmerkelijk ver-
hoogd wordt. Het enzymsysteem wordt door Na+ en K+ tezamen ge-
activeerd, waarbij Rb+ de plaats van K+ kan innemen. Mg2+-ionen 
zijn noodzakelijk voor de activiteit. Voorts zijn pH-optimum, tempera-
tuur-optimum en substraatspecificiteit bepaald. Ouabaine remt in hoge 
concentraties de Na+-K+-ATPase-activiteit; erythrophleine is als 
remmer effectiever. 
Aangezien in verscheidene weefsels een K+-geactiveerde p-nitro-
phenylphosphatase-activiteit aanwezig is, die m verband gebracht 
wordt met het Na+-K+-ATPase-systeem, hebben wij ook de eigen-
schappen van dit phosphatase-systeem uit de rattelever bestudeerd 
(Hoofdstuk IV) . K+-geactiveerde p-mtrophenylphosphatase-activiteit 
blijkt in de plasmamembranen van de rattelever aanwezig te zijn. Rb+ 
kan de activerende rol van K+ overnemen. De K+-geactiveerde enzym-
activiteit wordt geremd door Na+-ionen, terwijl Mg2+-ionen voor de 
activiteit onontbeerlijk zijn. Voorts zijn pH-optimum en temperatuur-
optimum bepaald. Ouabaine remt de enzymactiviteit; ook hier is 
erythrophleme als remmer effectiever. In het algemeen komen de eigen-
schappen van K+-geactiveerd p-nitrophenylphosphatase en Na+-K+-
ATPase in lever betrekkelijk goed met elkaar overeen. Ook de molaire 
activiteiten van beide enzymsystemen zijn van dezelfde grootte-orde. 
Het wordt waarschijnlijk geacht dat ook in de rattelever beide enzym-
activiteiten nauw met elkaar verbonden zijn. 
In hoofdstuk V is de verandering in kationenpompactiviteit be-
schreven, die in de rattelever optreedt na partiele hepatectomie. De 
Na+-K+-ATPase-activiteit vertoont een stijging, totdat 3 tot 6 dagen 
na de operatie een maximale verhoging van 50-60% wordt bereikt. 
Daarna neemt de activiteit weer af tot normale waarden. De ouabaine-
gevoelige opnamesnelheid van 8 6Rb+ m coupes van regenererende 
levers is eveneens verhoogd. Na 2 dagen wordt een maximale toename 
van ongeveer 60% waargenomen, waarna de opnamesnelheid geleide-
lijk afneemt, totdat na 7 dagen het normale niveau wordt bereikt. Ge-
concludeerd wordt, dat de activiteit van de kationenpomp in de ratte-
lever na partiele hepatectomie is verhoogd. Zoals uit de bepaling van 
het passief transport van 8 ( ,Rb+ in levercoupes blijkt, is de permea-
biliteit voor Rb+ m de regenererende rattelever gedurende dezelfde 
periode verlaagd. Hierdoor wordt het effect van de toename in activi-
teit van de kationenpomp versterkt. 
Het verloop van de activiteit van de kationenpomp tijdens de pre-
en postnatale ontwikkeling van de rattelever is beschreven in hoofd-
stuk VI. De Na+-K+-ATPase-activiteit neemt vóór de geboorte af en 
stijgt vervolgens snel gedurende de eerste twee dagen na de geboorte. 
Daarna neemt de activiteit geleidelijk toe, totdat na ca. 17 dagen het 
volwassen niveau wordt bereikt. De Mg2+-ATPase-activiteit vertoont 
een iets ander verloop. De laagste waarde wordt twee à drie dagen 
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vóór de geboorte bereikt. Daarna neemt de activiteit snel toe, totdat 
reeds twee dagen na de geboorte het volwassen niveau is bereikt. 
Naar aanleiding van geconstateerde verschillen in Na+-K+-ATPase-
activiteit in de rattelever, afhankelijk van het tijdstip van de dag, 
waarop de proefdieren gedood werden, hebben wij een systematisch 
onderzoek ingesteld naar het verloop van de Na+-K+-ATPase-activiteit 
gedurende een periode van 24 uur (Hoofdstuk VII ) . De enzymactiviteit 
blijkt in de avonduren significant hoger te liggen dan in de ochtend. 
Voorzover de physiologische betekenis betreft van de toename van 
de kationenpompactiviteit in de regenererende rattelever, komt de moge-
lijkheid naar voren, dat deze verhoging noodzakelijk zou kunnen zijn 
voor de opname van metabolieten om de toegenomen celdeling tijdens 
de regeneratie mogelijk te maken. Deze mogelijkheid werd verworpen, 
daar de piek in de mitotische activiteit veel vroeger valt dan het door 
ons waargenomen maximum van de pompactiviteit. Een andere moge-
lijkheid zou kunnen zijn, dat er een verband bestaat tussen de kationen-
pomp en de secretie van gal. Het is uit litteratuurgegevens bekend, dat 
de galsecretie per gewichtseenheid lever in de regenererende rattelever 
terzelfder tijd en in dezelfde mate is verhoogd als door ons waarge-
nomen voor de activiteit van de kationenpomp. Daarom is de invloed 
van ouabaine, als specifieke remmer van de kationenpomp, op de gal-
secretie onderzocht (Hoofdstuk VIII) . Bij intraveneuze toediening van 
ouabaine wordt de galsecretie bij de rat in vivo geremd. De uitscheiding 
van galzuren neemt eveneens af. Het lijkt daarom waarschijnlijk, dat 
de kationenpomp betrokken is bij de secretie van gal door de rattelever. 
De toegenomen activiteit van de kationenpomp tijdens regeneratie van 
de rattelever kan dus een adaptief proces zijn om de vereiste toename 
in galproductie mogelijk te maken. 
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SUMMARY 
In liver cells, as in most other animal cells, a high concentration of 
potassium ions and a low concentration of sodium ions is maintained 
through the activity of a cation pump. The (Na + + K+)-activated, 
cardiac glycoside-sensitive ATPase system present in the membranes 
of animal cells is considered to be closely related to, or even identical 
with, the cation pump system. 
In this thesis we describe the properties of the (Na+ + K+)-activated 
ATPase system in rat liver. Furthermore, changes in activity of the 
cation pump during growth of the liver were studied, both after partial 
hepatectomy and in normal, pre- and postnatal development. In our 
investigations the changes in Na+-K+-ATPase activity in rat liver 
during a 24-hour period were also included. In view of the possibility 
that the cation pump might be implicated in bile secretion, we performed 
some experiments on the influence of the cardiac glycoside ouabain on 
bile secretion of rats in vivo. 
In chapter I, current insight in the mechanism of the cation pump 
in relation to the Na+-K+-ATPase system is briefly reviewed. Some 
attention is paid to the function of the cation pump system in animal 
cells, especially in connection with secretory processes. 
Chapter II deals with the methods used in the experimental work. 
In addition to some chemical determinations the assay procedures for 
Na+-K+-ATPase and K+-activated p-nitrophenylphosphatase activities 
are described. In this chapter methods are also given for the deter-
mination of active transport of Rb+ and passive transport of Na+ and 
Rb+ in liver slices. 
A survey of the enzymatic properties of the (Na + + K+)-activated 
ATPase system of rat liver is presented in chapter III. The enzyme 
system appears to be mainly localized in the plasma membranes. In 
order to obtain a more accurate determination of the Na+-K+-ATPase 
activity, liver homogenates were pre-treated with concentrated urea 
solution. By this method Mg2 +-ATPase activity decreases considerably, 
while the Na+-K+-ATPase activity does not change significantly, thus 
raising the relative Na+-K+-ATPase activity greatly. The enzyme 
system is activated by Na + and K+ ions together; Rb+ can be sub-
stituted for K+. The presence of Mg 2 + is a necessary requirement for 
activity. Optimum pH, temperature optimum and substrate specificity 
were determined. High ouabain concentrations inhibit Na+-K+-ATPase 
activity, while erythrophleine is a more effective inhibitor. 
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Since a K+-activated p-nitrophenylphosphatase occurring in various 
tissues is thought to be related to the Na+-K+-ATPase system, we 
also investigated the properties of this phosphatase system in rat liver 
(Chapter IV) . K+-activated p-nitrophenylphosphatase appears to be 
present in rat liver plasma membranes. K+ can be replaced by Rb+. 
The K+-activated enzyme activity is inhibited by sodium ions, while 
Mg 2 + is indispensable for activity. Furthermore, optimal values for pH 
and temperature were determined. Ouabain inhibits enzyme activity; 
in this case erythrophleine is also a more effective inhibitor. Generally, 
the properties of K+-activated p-nitrophenylphosphatase and Na+-K+-
ATPase in liver agree relatively well. The molar activities of both 
enzyme systems are of the same order of magnitude. Hence in rat 
liver both enzyme activities are probably also closely related. 
Chapter V describes the change in cation pump activity occurring in 
rat liver after partial hepatectomy. Na+-K+-ATPase activity rises until 
3 to 6 days after operation when a maximal increase of 50-60% is 
attained. Thereafter the activity decreases to normal values again. 
Ouabain-sensitive 8 6Rb+ uptake rate in slices of regenerating livers is 
likewise increased by about 60% maximally from 2 to 6 days after 
operation. After 7 days the normal level is reached again. It is con-
cluded that the cation pump activity in rat liver is increased after partial 
hepatectomy. As is shown by determinations of passive 8f iRb+ transport 
in liver slices, Rb+ permeability is decreased in the same period in re-
generating rat liver. This reinforces the effect of the increase of the 
cation pump activity. 
The change in cation pump activity during embryonic and postnatal 
development of the rat liver is described in chapter VI. Na+-K+-
ATPase activity decreases before birth and rises rapidly during the 
first two days after birth. Thereafter the activity increases gradually, 
until after about 17 days the adult level is reached. Mg2 +-ATPase 
activity gives a somewhat different picture. The lowest value is reached 
two to three days before birth. Thereafter the activity rises rapidly 
and reaches adult level as early as two days after birth. 
Because differences in Na+-K+-ATPase activity of rat liver were 
observed depending on the time of day when the animals were killed, 
we made a systematic study of the course of the Na+-K+-ATPase 
activity during a 24-hour period (Chapter VI I ) . During the evening 
hours the enzyme activity appears to be significantly higher than in the 
morning. 
One possible physiological role of the increased cation pump activity 
in the regenerating rat liver would be to supply through coupled trans-
port, the metabolites required by the liver cells for the increased mitotic 
rate during regeneration. This possibility was discounted because the 
mitotic wave precedes the increase of the pump activity. Another role 
of the increased pump activity would suggest itself, if a relationship 
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between cation pump and bile secretion existed. Evidence is available 
that bile secretion per unit liver weight in regenerating rat liver is 
increased at the same time and to the same degree as the cation pump 
activity in our study. Therefore the influence on bile secretion of 
ouabain, as an inhibitor of the cation pump, was investigated (Chapter 
VII I ) . Bile secretion in rats in vivo was found to be inhibited and bile 
acid secretion to be decreased by intravenously injected ouabain. It 
thus seems probable that the cation pump is involved in the secretion 
of bile in rat liver. Hence, the increased pump activity during regenera-
tion of the rat liver may be an adaptive phenomenon to allow the re-
quired increase in bile production. 
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